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(57) Abstract 

The invention concerns the field of chemistry and more particularly of therapeutic chemistry. It concerns N-acyl pseudodipeptides 
corresponding to general formula (I) wherein the substituents A, B, X, Y, Ri, R2, n, m, p and q are as defined in the claims. The invention 
also concerns pharmaceutical compositions containing as active principle at least one compound of general formula (I) in acid form or 
salified by a mineral or organic base. Said compounds have interesting pharmacological properties which make them useful as medicines. 

(57) Abrege 

L* invention se rapporte au domaine de la chimie et plus particulierement a celui de la chimie therapeutique. Elle a pour objet 
des pseudodipeptides N-acyles rdpondant a la formule generate (I) dans laquelle les substituants A, B, X, Y, R|, R2, n, m, p et q ont 
les definitions foumies dans les revendications. L' invention conceme €galement les compositions pharmaceutiques renfermant a titre de 
principe actif au moins un compos6 de formule generate (I) sous forme acide ou salifiee par une base minerale ou organique. Les composes 
selon V invention manifestent des propridtes pharmacologiques int£ressantes qui les rendent utiles comme medicaments. 
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NOUVEAUX PSEUDODIPEPTIDES ACYLES 
LEUR MODE DE PREPARATION ET LES 
COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES EN RENFERMANT 

5 La presente invention se rapporte au domaine de la chimie et plus particulierement 
au domaine de la chimie therapeutique. 

Elle a plus particulierement pour objet des pseudodipeptides derives d'acides 
amines hydroxyles, dont les fonctions amine libres sont amidifiees par des acides 
10 gras. 

Elle a specifiquement pour objet des pseudodipeptides N-acyles dont au moins un 
groupe hydroxyle est esterifie par un groupement acide sous forme neutre ou 
chargee, repondant a la formule generate I. 

15 

X.A^(CH2) m -CH-{CH2)n-CO-NH-(CH 2 )p-CH-(CH 2 ) q .B-Y (I) 

I I 
NHRi NHR 2 

20 

dans laquelle Ri et R 2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire ou 
ramifie, non-substitue ou portant un ou des substituants choisis parmi les hydroxyle, 
alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyle en Ci - C24) thio 
25 les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur variant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur variant de 0 a 10 
X et Y represented chacun un hydrogene ou un groupe acide sous forme neutre ou 
chargee, 

avec la limitation que Tun au moins des substituants X et Y represente un groupe 
30 acide sous forme neutre ou chargee, 

A et B represented chacun, distinctement Tun de Tautre, un atome d'oxygene, de 
soufre ou le groupe imino -NH~ 
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Les groupes acides X et Y sont choisis de preference parmi les groupements : 
-carboxy [(Ci-C 5 )alkyle] 

-CH-[(CH 2 ) m COOH] [(CH 2 ) n COOH] avec m = 0a5etn = 0a5 
-phosphono [(Ci-C 5 )alkyle] 
5 -dihydroxyphosphoryloxy [(Ci-C 5 )alkyle] 
-dimethoxyphosphoryle 
-phosphono 
-hydroxysulfonyle 
-hydroxysulfonyl [(Ci-C 5 )a!kyle] 
10 -hydoxysulfonyloxy [(C r C 5 )alkyle] 

Lorsque les substituants X et/ou Y represented un groupe acide sous forme neutre, 
il s'agit de la forme carboxylique, sulfonique ou phosphorique fibre. Lorsqu'il s'agit 
d'un groupe acide sous forme chargee il s'agit de la forme carboxylique, sulfonique 
15 ou phosphorique salifiee, notamment par addition d'une base mineraie ou organique, 
de preference therapeutiquement compatible. Lorsque les bases ne sont pas 
therapeutiquement compatibles, elles peuvent servir de moyen d'identification, de 
purification ou de dedoublement. 

20 Le meme raisonnement s'applique au cas ou X et/ou Y represented un groupe 
carboxyalkyle, ou alkylenebiscarboxylique, hydroxysulfonyle, hydroxysulfonylalkyle, 
hydroxysulfonyloxyalkyle, phosphonoalkyle, phosphoryloxyalkyle. 

Parmi les bases salifiantes therapeutiquement compatibles on citera notamment les 
25 bases alcalines comme les hydroxydes de sodium, de potassium, de lithium, les sels 
d'ammonium ; les bases alcalinoterreuses comme les hydroxydes de calcium ou de 
strontium, les sels de magnesium, les seis de metaux ferreux et similaires, les bases 
organiques comme celles derivees d'amines primaires, secondaires ou tertiaires 
comme la methylamine, la diethylamine, la monoethanolamine, la diethanolamine, la 
30 benzylamine, la N-methylbenzylamine, la veratrylamine, la trimethoxybenzylamine, 
des aminoacides a reaction basique comme la lysine ou Tornithine ou des sucres 
amines. 
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Des bases non utilisables therapeutiquement sont par exemple la brucine, la 
strychnine, I'agmatine, I'homarine, la glucosamine, la N-methylglucosamine ou la N- 
methylmorpholine. Comme indique ci-dessus les sets en decoulant serviront comme 
moyen de separation ou d'identification. 

Lorsque m est egal a 1 et n est egal a 0, la molecule derive de la serine. Lorsque m 
est egal a 2 et n est egal a 0, la molecule derive de I'homoserine. Lorsque m est egal 
a 3 et n est egal a 0, il s'agit d'un derive de la pentahomoserine. Lorsque m est egal 
a 4 et n est egal a 0, il s'agit d'un derive de Phexahomoserine. 

Lorsque p est egal a 3 et q est egal a 1 , il peut s'agir d'un derive de la citrulline ou de 
('ornithine ou de I'arginine. Lorsque p est egal a 4 et q est egal a 1 , il peut s'agir d'un 
derive de I'homoarginine ou de la lysine 

Parmi les pseudodipeptides objet de Hnvention, on retiendra particulierement 
comme composes actuellement preferes les composes de formule generale I': 



dans laquelle Ri et R 2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire ou 
ramifie, non-substitue ou portant un ou piusieurs substituants choisis dans le groupe 
forme de hydroxyle, alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyl en Ci 

- C 24 ) thio 

les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur ailant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 

dans laquelle X et Y represented chacun un hydrogene ou un groupe phosphono 

et notamment 

- les 1 et/ou 10-dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 
9-(3-hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane-1 ,10-diol et leurs sels 
d'addition avec une base minerale ou organique. 



X-0-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH 2 )p-CH-(CH2) q -0-Y 



{!') 



NHRi 



NHR 2 
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- le 1,10-bis(dihydrogenophosphate) de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 9- 
(3-hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane-1,10-diol et ses sels 
d'addition avec une base minerale ou organique. 

5 - te 1,10-bis(dihydrogenophosphate) de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol et ses seis 
d'addition avec une base minerale ou organique. 

- le 1-dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 9-(3- 
10 hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane-1,10-diol et ses sels d'addition 

avec une base minerale ou organique. 

- le 1-dihydrogenophosphate de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol et ses sels 

15 d'addition avec une base minerale ou organique. 

- le 10-dihydrogenophosphate de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol et ses sels 
d'addition avec une base minerale ou organique. 

20 

La definition de Ri et R 2 englobe des derives acyles a chame de longueur variable, 
identiques ou differents, ramifies ou en charne droite, satures ou insatures, pouvant 
porter un ou plusieurs substituants choisis dans le groupe forme par un alkyle, 
amino, acylamino, hydroxyle, alkoxy, acyloxy, acylthio et alkylthio. 

25 

Des exemples de tels derives acyles substitues, sont le radical ricinoleyle, 12- 
hydroxystearoyle, 2-hydroxy-3-methylbutyroyle, 3-hydroxy-2-aminopentanoyle t 
palmitoleyle, elaidyle, eleostearoyle, arachidoyle, arachidonyle, gadoleyle, behenyle, 
erucyle, 8-methyldecanoyle, 9-methyldecanoyle, docosahexaenoyle ou 
30 eicosapentaenoyle. 

Parmi les groupements acyle concernes, Tacide 3-hydroxymyristique et Tacide 3- 
lauryloxymyristique sont ceux actuellement preferes. 
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Les composes de formule generate I et notamment les composes mono et bis 
phosphoryles designes sous le nom de code OM-294-MP (MP) et OM-294-DP (DP), 
respectivement, se distinguent par des proprietes pharmacologiques interessantes, 
notamment immunomodulatrices. lis trouvent un interet particulier dans la 
5 therapeutique des maladies liees a une deficience des defenses immunitaires ou a 
une exageration des reponses immunitaires, selon les doses utilisees. lis trouvent 
egalement un interet dans la therapie des cancers et comme adjuvant ou 
potentialisateur dans les vaccins. 

lis trouvent egalement une utilisation comme vecteur de molecule d'interet 

10 therapeutique par leurs proprietes dissociation non-covalente de nature hydrophile 
et hydrophobe. Leur caractere amphiphile favorise les formulations et le transport 
des molecules d'interet therapeutique vers les recepteurs membranaires, ainsi que 
vers les parois et le cytoplasme cellulaires. lis peuvent etre utilises seuls ou en 
association avec une molecule d'interet therapeutique par voie oraie, parenteral, 

15 rectale, topique, percutanee, ou permuqueuse. lis peuvent etre utilises seuls ou en 
association avec une molecule d'interet therapeutique par incubation 
extraiemporanement ex-vivo avec des cellules sanguines afin de rendre les cellules 
immunocompetentes avant de les reinoculer in-vivo par voie parenteral. 
Les molecules MP et DP montrent des proprietes semblables, en tant qu'adjuvants 

20 du systeme immunitaire utilises par exemple pour la vaccination, en association avec 
les antigenes appropries, contre des maladies d'origine virale, parasitaire, 
microbienne ou fongique. Par contre, les composes selon Tinvention montrent des 
proprietes fondamentalement differentes dans leur capacite a induire la production 
de cytokines ou la maturation des cellules souches immunocompetentes provenant 

25 des organes hematopoietiques et lymphoides. 

Le compose MP favorise la maturation et la differenciation des monocytes en 
cellules dentritiques fonctionnelles, en presence ou en absence de Pantigene 
approprie et contribue ainsi a renforcer Timmunite humorale et cellulaire. Le 
compose DP montre de son cote des proprietes anti-tumorales. 

30 Les composes selon invention sont particulierement interessants du fait de leur 
faible toxicite. lis sont utilises en therapeutique humaine ou animate a des doses qui 
varient de 0.025 mg a 100 mg par prise unitaire et de 0.05 a 200 mg par jour. 
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La presente invention a egalement pour objet un procede d'obtention des 
pseudodipeptides de formule generale I, qui consiste en ce qu'on bloque les 
fonctions amine en position (q+1) et en position a> d'un acide diamine par des 
reactifs de blocage labiles par acidolyse et hydrogenoiyse respectivement, on 
soumet la fonotion carboxylique restee libre a Taction d'un agent reducteur pour 
former i'alcool correspondent, on libere la fonction amine en position (q+1) que Ton 
acyie a I'aide d'un derive fonctionnel d'un acide carboxylique de formule R 2 OH dans 
laquelle R 2 est defini comme precedemment, puis libere la fonction amine terminate 
par hydrogenoiyse pour obtenir Famine alcool de formule generale II 

H 2 N-(CH 2 ) p -CH-(CH 2 ) q -OH (II) 
NHR 2 

dans laquelle R 2 represente un groupe acyie derive d'acide carboxylique ayant de 2 

a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, non-substitue ou portant un ou 

plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 

p et q represented chacun un nombre entier variant de 1 a 10 

que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 

solvant inerte, avec un derive d'un ©-hydroxy, ©-amino ou co-thio amino acide de 

formule generale III 

XA-(CH 2 )m-CH-(CH 2 ) n -COOH (III) 
NHRi 

dans laquelle Ri est un groupe acyie derive d'un acide carboxylique ayant de 2 a 24 
atomes de carbone, sature ou non-sature, non-substitue ou portant un ou plusieurs 
substituants definis comme precedemment, 
m est un nombre entier variant de 1 £ 10 
et n est un nombre entier variant de 0 a 10 

et X est un groupe acide defini comme precedemment qui peut etre sous forme 
esterifiee 

pour former le pseudodipeptide de formule generale IV 
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XA.(CH 2 )m-CH-(CH2)n-CONH(CH2)p-CH(CH2) q -OH 

I I (IV) 

NHRi NHR 2 

5 dans laquelle les substituants Ri, R 2 , et les descripteurs m, n, p et q sont definis 
comme precedemment, 

dont on peut -si desire- substituer, alkyler ou acyler la fonction alcool terminal libre 
par un reactif de substitution, d'alkylation ou d'acylation si necessaire en presence 
d'un agent de couplage, et soumettre a une hydrogenation catalytique ou a un autre 
10 processus de deprotection de fa?on a obtenir le derive de formule generate I 

X-A-(CH 2 )m-CH-(CH 2 )nCONH-{CH 2 )p-CH-(CH 2 ) q -B-Y (I) 

NH NH 

I I 
15 R, R 2 

dans laquelle A, B et les substituants X, Y, R 1f R 2 , n, m, p et q ont les significations 
fournies anterieurement. 



20 L'invention concerne aussi un procede d'obtention des phosphopseudodipeptides de 
formule generate r 

X-0-(CH 2 ) m -CH-(CH 2 )n-CO-NH-(CH 2 ) p .CH-(CH 2 ) q -0-Y (I 1 ) 

I I 
NHRi NHR 2 

25 

dans laquelle Ri et R 2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire ou 
ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants choisis dans le groupe 
forme de hydroxyle, alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyl en Ci 
30 - C 24 ) thio 

les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 
dans laquelle X et Y represented chacun un hydrogene ou un groupe phosphono 
qui consiste en ce qu'on bloque les fonctions amine en position (q+1) et en co d'un 
35 acide diamine de formule H 2 N(CH 2 ) p CHNH 2 {CH 2 ) q .iCOOH par des reactifs de 
biocage labiles par acidolyse et hydrogenolyse, respectivement soumet la fonction 
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carboxylique restee libre a Taction d'un agent reducteur pour former I'alcool 
correspondant, libere la fonction amine en (q+1) que Ton acyle a I'aide d'un derive 
fonctionnel d'un acide carboxylique de formule R 2 OH dans laquelle R 2 est defini 
comme precedemment, puis libere la fonction amine terminate par hydrogenolyse 
5 pour obtenir I'amino alcool de formule generate II 



10 



20 



H 2 N-(CH2)p-CH-(CH 2 ) q -OH (||) 

I 

NHR 2 



dans laquelle R 2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant de 2 
a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, non substitue ou portant un ou 
plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 
p et q represented un nombre entier variant de 1 a 10 
15 que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 
solvant inerte avec un derive fonctionnel d'co-hydroxy amino acide de formule 
generate III' 



XO-(CH 2 )m-CH-(CH 2 )n-COOH (III*) 

I 

NHRi 



dans laquelle Ri est un groupe acyle derive d'un acide carboxylique ayant de 2 a 24 
atomes de carbone, sature ou non-sature, non substitue ou portant un ou plusieurs 
25 substituants 

m est un nombre entier variant de 1 a 10 
n est un nombre entier variant de 0 a 1 0 

et X est un radical dialkyloxy- ou diaryloxy-phosphoryle de formule (RO) 2 P - 

30 O 
pour former le pseudodipeptide de formule generate IV 



(RO) 2 PO-(CH 2 ) m -CH-(CH 2 )n-CONH-(CH 2 )p-CH-(CH 2 VOH (IV) 

4, I i 

35 O NHRi NHR 2 
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dans laquelle les substituants Ri, R 2 et les descripteurs m, n f p et q sont definis 
comme precedemment, et R est un radical labile par hydrogenolyse, dont on peut -si 
desire- phosphoryler I'autre fonction alcool par un agent de phosphorylation si 
necessaire en presence d'un agent de couplage, et soumettre a une hydrogenation 
5 catalytique d'une part pour debloquer la fonction alcool eventuellement presente sur 
le groupe acyie R 2 et d'autre part liberer la fonction phosphate puis debloquer par 
hydrogenolyse la deuxieme fonction phosphate eventuellement presente, de faq:on a 
obtenir le derive de formule generate V 



10 (HO) 2 P-0-(CH 2 ) m -CH-(CH2)nCONH-(CH 2 )p-CH-(CH 2 ) q -0-Y 

I I I 

O NH NH (V) 

I I 
Ri R 2 

15 dans laquelle Y represente soit un hydrogene soit un groupe phosphono 

et si desire, on effectue I'etape supplemental de salification a I'aide d'une base 

minerale ou organique. 



20 La stereochimie des centres porteurs de groupes acylamino est determinee par la 
configuration des acides amines de depart et celle des groupes acylamino par la 
configuration des acides gras de depart. On peut partir d'un diamino acide de 
configuration L ou D ou racemique. On peut partir d'un acide amine hydroxyle de 
configuration L, D ou racemique. Tous ces stereoisomers ou diastereoisomeres 

25 font partie de Tinvention. 

Le procede selon Tinvention peut encore etre defini par les modalites d^xecution 
suivantes actuellement preferees figurees aux Schemas de synthese 1, 2 et 3 
(Fig 33, 34 et 35): 

30 

1. Le blocage de la fonction amine en co sur la chaine d'un derive d'ornithine est 
effectue par N-benzyloxycarbonylation apres reaction initiale de la fonction acide 
avec un sel de cuivre, en milieu alcalin, reaction de ce carboxylate de cuivre avec 
du chloroformiate de benzyle et liberation de la fonction carboxylique par chelation 
35 du cuivre en milieu acide, pour obtenir le derive N-benzyloxycarbonyle, selon une 
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methode decrite dans « Organic Preparations and Procedures International 23 
(1992) 191-194 ». 

2. Le blocage de la fonction amine en a du carboxyie du derive de ('ornithine est 
5 effectue par terbutyloxycarbonylation au moyen d'un pyrocarbonate d'alkyle 
comme le pyrocarbonate de terbutyle en milieu basique. 

Le pyrocarbonate de terbutyle reagit avec la fonction amine proximate pour former 
le derive co-benzyloxycarbonylamino a-terbutyloxycarbonylamino carboxylique. 

10 3. La conversion de la fonction carboxylique en fonction alcool primaire est realisee 
en appliquant la methode decrite dans Tetrahedron Letters 32 (1991) 923-926 qui 
consiste en ce que Ton fait reagir le derive carboxylique avec un chloroformiate 
d'alkyle, comme le chloroformiate d'isobutyle, pour former un anhydride mixte que 
Ton reduit au moyen d'un borohydrure de metal alcalin ou alcalino-terreux, pour 

15 conduire au derive hydroxyle correspondant, ayant une fonction alcool primaire. 

4. L'elimination du groupe terbutyloxycarbonyle en a est effectuee par action de 
Tacide trifluoroacetique qui conduit en meme temps a la formation du 
trifluoroacetate de la fonction amine, 

20 

5. L'acylation de la fonction amine ainsi liberee est effectuee au depart du sel 
trifluoroacetique au moyen d'un anhydride mixte prepare a partir de I'acide R 2 OH 
et d'un chloroformiate d'alkyle. 

25 6. La liberation de la fonction amine terminate est realisee par hydrogenolyse en 
presence d'un catalyseur a base de metal noble comme le platine, le palladium 
sur charbon ou i'iridium. 

7. Le couplage peptidique entre le compose amine de formule II et te derive 
30 phosphoryle de formule III' est effectue en presence d'un agent de couplage tel 
que la 1-isobutyIoxy 2-isobutyloxycarbonyl-1,2-dihydroquinoleine dans un solvant 
inerte tel qu'un solvant halogene, ou en utilisant un carbodiimide. 
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On obtient ainsi un pseudodipeptide de formuie generate (IV) dont la fonction 
hydroxyle eventuellement portee par le groupe acyle R 2t est bloquee. 

8. La liberation de la fonction hydroxyle du groupe acyle R 2 intervient par 
hydrogenolyse en presence d'un metal noble comme le palladium, depose sur un 
support comme le charbon. 



9. La liberation du groupe phosphorique est effectuee par hydrogenation catalytique 
en presence d'oxyde de metal noble comme I'oxyde de platine. 

10 

10. La phosphorylation du derive pseudodipeptique IV est effectuee en deux etapes 
(Helv. Chim. Acta 70 (1987) 175). Dans une premiere etape le compose IV est 
soumis a Taction d'un N, N-dialkyl phosphoramidite de dialkyle ou de diaryle, en 
presence d'un agent de couplage tel que le [1H]-tetrazole dans un solvant polaire 

15 tel que le tetrahydrofurane ; le phosphite ainsi forme est ensuite oxyde en 
phosphate a I'aide d'un acide peroxycarboxylique aromatique comme par exemple 
i'acide peroxyphthalique, Pacide m-chloroperbenzoTque ou I'acide 
nitroperbenzoique. La liberation du groupe phosphorique Y (formuie V) est 
realisee par hydrogenation catalytique en presence d'un metal noble comme le 

20 palladium sur charbon. 



11. La phosphorylation du derive de I'homoserine est effectuee a I'aide d'un 
halogenure de diphenylphosphoryle en presence de pyridine et d'une N, N- 
dialkylaminopyridine (Helv. Chim. Acta 58 (1975), 518), apres bloquage de la 
25 fonction amine par terbutoxycarbonylation au moyen du pyrocarbonate de 
terbutyle en milieu basique et bloquage de la fonction carboxyle apres formation 
d'un sel de cesium, et benzylation a I'aide d'un halogenure de benzyle dans le 
dimethylformamide ou le dimethylacetamide. 

30 12. L'acylation de Tazote du derive d'homoserine s'effectue apres deprotection de la 
fonction amine par I'acide trifluoroacetique pour obtenir le sel trifluoroacetique de 
Tamine, et reaction avec un anhydride mixte resultant de la reaction entre I'acide 
carboxylique RiOH et un chloroforrniate d'alkyle en presence d'une amine reactive 
telle que la N-methylmorpholine. 
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(-'invention concerne encore les produits intermediates de formule generate II et de 
formule generate III et III', sous forme enantiomeriquement pure ou sous forme de 
melange de stereoisomers. 

5 

L'invention concerne encore les compositions pharmaceutiques renfermant a titre de 
principe actif au moins un compose de formule generate I, sous forme neutre ou 
chargee, en association ou en melange avec un excipient ou un vehicule inerte, non 
toxique, pharmaceutiquement acceptable. 

10 

L'invention concerne plus particulierement les compositions pharmaceutiques 
renfermant a titre de principe actif au moins un sel d'un compose de formule 
generate I, avec une base minerale ou organique therapeutiquement compatible. 

15 L'invention concerne encore les compositions pharmaceutiques a base d'un 
compose de formule generate I, sous forme enantiomeriquement pure ou sous 
forme de melange de stereoisomeres, en association ou en melange avec un 
excipient ou un vehicule pharmaceutique. 

20 Parmi les formes pharmaceutiques envisagees on pourra citer celles qui conviennent 
pour la voie digestive, parenterale, par inhalation, topique, transdermique ou 
permuqueuse comme par exemple les comprimes, les dragees, les gelules, les 
solutes ou suspensions injectables, les aerosols, les gels, les emplatres ou les 
solutes penetrants. 

25 

De preference les composes selon I'invention sont utilises par la voie injectable sous 
forme de solutions ou de suspensions aqueuses, eventueilement neutralisees par 
une amine ou une hydroxyalkylamine. 

30 Les exemples suivants iilustrent ('invention sans toutefois la limiter. lis sont 
presentes dans les Schemas de synthese 1 a 6 (Fig 33 a 38). 
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EXEMPLE ! 

Acide 4-(diphenvlQxvphosphorvlQxv)-24fR)3-dodecanovlox\rtetradecanovlamino^ 
butanotque 

1. Na - Terbutvloxvcarbonyl-DL-homoserine 

5 2 g d'homoserine (16.78 mmol) ont ete dissouts dans 20ml d'eau et on additionne 
cette solution de 16.78ml de NaOH 1M et de 3.006g de carbonate de cesium (9.23 
mmol). Apres 5 minutes d'agitation, la solution est refroidie dans un bain d'eau et de 
glace. On ajoute alors 60 ml de dioxane et du pyrocarbonate de terbutyle. Le 
melange reactionnel est maintenu sous agitation dans un bain d'eau glacee pendant 
10 une heure puis a temperature ambiante pendant 5 heures. Le solvant a ete ensuite 
elimine sous vide. Le residu sec a ete employe directement pour I'etape suivante. 

2. Ng-Terbutyloxvcarbonvl-DL-homoserinate de benzyle 

Au residu du stade 1, on ajoute 20 ml de dimethylformamide et on effectue 
15 I'evaporation a siccite puis on additionne le milieu reactionnel de 60 ml de 
dimethylformamide et de 4.5 ml de bromure de benzyle (20.13 mmol). II se forme 
alors un precipite blanc. Le melange est maintenu sous agitation pendant 16 heures. 
Le solvant a ete ensuite chasse sous vide. Le residu a ete epuise avec 2 fois 20 ml 
d'acetate d'ethyle. La phase organique a ete lavee avec de I'eau (20 ml) puis avec 
20 une solution saline (20 ml) respectivement, puis sechee sur sulfate de magnesium 
anhydre. Le solvant est evapore et le residu est utilise tel quel pour I'etape suivante. 

3. Na-Terbutvloxvcarbonvl-O-fdiphenvloxyphosphorvD-DL-homoserinate de benzyle 
Le residu de I'etape precedente a ete seche sous vide pousse puis dissout dans le 

25 chlorure de methylene (60 ml). On ajoute alors 4.1 1g de 4-dimethylaminopyridine 
(33.56 mmol) dans la solution, le melange reactionnel a ete agite pendant 10 
minutes, et on ajoute alors 12 ml de pyridine et 6.95 ml de chlorophosphate de 
diphenyle (33.56 mmol). La solution a ete agitee a temperature ambiante pendant 18 
heures puis lavee avec de I'acide chlorhydrique N (5 x 20 ml), de I'eau (30 ml) et par 

30 une solution saline (30 ml). La phase organique a ete sechee sur sulfate de 
magnesium anhydre, le solvant a ete chasse sous vide. Le residu est purifie par 
chromatographie flash (hexane/acetate d'ethyle = 4 : 1). La fraction principale a ete 
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concentree et le residu cristallise. On obtient ainsi 7.49 g de produit phosphoryle soit 
un rendement de 82.4 %. Point de fusion : 63,5 - 64.0° C, 

4. O-fDiphenyloxvphosphorvO-DL-homoserinate de benzvle 

5 Le produit phosphoryle de I'etape precedente (7.88 g soit 15.4 mmol) a ete dissout 
dans 15 ml d'acide trifluoroacetique et la solution a ete maintenue sous agitation a 
temperature ordinaire pendant 2.5 heures. Le solvant a ete alors chasse sous vide 
pousse, le residu sec a ete purifie par chromatographie flash (MeOH / CH 2 CI 2 = 10 : 
1). La fraction principale a ete concentree et le residu a ete cristallise a temperature 
10 ordinaire. On obtient ainsi 7.17 g de produit phosphoryle (rendement 88.9 %). II est 
utilise sans autre purification pour I'etape suivante. 

5. 2-rfR)-3-Dodecanovloxvtetradecanovlaminol-4-fdiphenvloxvphosphorvloxv)- 
butanoate de benzvle 

15 4.284 g (10.07 mmol) d'acide (R) 3-dodecanoyloxytetradecanoique prepare selon la 
methode decrite dans Bull. Chem. Soc. Jpn 60 (1987), 2205-2214, ont ete dissouts 
dans 30ml de tetrahydrofurane et la solution a ete mise a refroidir jusqu'a -15°C 
dans un bain de saumure glacee. On a alors ajoute 1.108 ml (10.07 mmol) de N- 
methylmorpholine et 1.31 ml (10.07 mmol) de chloroformiate d'isobutyle. On a 

20 poursuivi I'agitation pendant 30 minutes. On a alors ajoute au melange reactionnei 
5.724 g (10.07 mmol) de 0-(diphenyloxyphosphoryl)-DL-homoserinate de benzyle 
dans un melange de 30ml de tetrahydrofurane et de 5 ml de triethyiamine. Apres 
agitation pendant une nuit a temperature ambiante, le solvant a ete chasse sous 
vide et on a ajoute 20 ml d'eau au residu. Le melange a ete ensuite epuise avec de 

25 Tacetate d'ethyle (2 x 30 ml). Les phases organiques ont ete combinees, lavees 
successivement avec de I'eau (20 ml) et avec de la saumure (20 ml) et sechees sur 
sulfate de magnesium. Le solvant a ete evapore et le residu a ete purifie par 
chromatographie flash (hexane - acetate d'ethyle 2:1, Rf = 0.29); rendement 7.455g 
soit 87,1 %. PF = 31,0° - 32,1°C. 1 H-RMN (CDCI 3 , 250 MHz), 5 en ppm : 7.4-7.1 (m, 

30 15H), 6.90 (2d, 1H, 3 J = 7.6 Hz, NH), 5.3-5.1 (m, 3H), 4.7 (m, 1H), 4.35 (m, 2H), 2.45 
(m, 2H), 2.4-2.1 (m, 4H), 1.6 (m, 4H), 1.4-1.1 (m, 34H), 0.9 (t, 6H). 13 C-RMN (CDCI 3 , 
63 MHz), 5 en ppm : 173.01, 171.08, 169.66, 150.18 (d, 2 J P , C =7.1 Hz), 135.01, 
129.60, 128.33, 128.14, 127.96, 125.21, 119.80 (d, 3 J P , C =5.0 Hz), 70.69, 67.05, 
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65.19 (d, 2 Jp, c =5.6 Hz), 49.13, 40.97, 40.77 (2 diast.), 34.20, 33.98, 33.82, 31.70, 
29.42, 29.34, 29.14, 28.94, 25.01, 24.77, 22.47, 13.91. 



6. Acide 4-(diphenvloxvphosphoMoxv)-2-r(R)-3-dodecanovloxytetradecanovlamino] 
5 butanoi'que 

On prepare une solution de I'ester benzylique obtenu a Tetape 5 (2.23 g soit 2.6 
mmol) dans 300 ml de methanol HPLC dans un ballon a trois tubulures et on y 
ajoute 1.0 g de charbon palladie a 10 % de palladium. On purge le contenu du ballon 
pour chasser Tair, sous vide, puis le ballon a ete charge avec de Thydrogene sous 

10 pression atmospherique. 

Le melange reactionnel a ete agite a temperature ambiante pendant 1 heure, le 
catalyseur a ete ensuite elimine rapidement par filtration sur membrane et le filtrat a 
ete concentre pour fournir un sirop incolore. Celui-ci est homogene en 
chromatographie en couche mince et en RMN, et a ete utilise directement sans 

15 purification supplemental pour Tetape de couplage; Rf = 0.75 (dichloromethane - 
methanol - triethylamine, 10:1:0.5). 1 H-RMN (CDCI 3 , 250 MHz), 5 en ppm : 7.4-7.1 
(m, 10H), 6.85 (d, 1H, N/7), 5.15 (m, 1H) S 4.6 (m, 1H) t 4.35 (m, 2H), 2.45 (m, 2H), 
2.4-2.15 (m, 4H), 1.6 (m, 4H), 1.4-1.1 (m, 34H), 0.9 (t, 6H). 13 C-RMN (CDCI 3( 63 
MHz), 8 en ppm: 173,35, 173.30 (2 diast), 172.75, 170.37, 150.0 (d, 2 J P ,c=7.5 Hz), 

20 129.55, 125.28, 119.71 (d, 3 J P ,c=4.4 Hz), 70.78, 65.65 (d, 2 J P , C =5.9 Hz), 49.00, 
40.77, 40.63 (2 diast), 34.13, 33.86, 33.76, 31.59, 29.31, 29.25, 29.03, 28.82, 24.88, 
24.68, 22.36, 13.76. 



L' acide 4-(diphenyloxyphosphoryloxy)-2-[(R)-3-benzyloxytetradecanoylamino] 
25 butanoi'que peut etre obtenu par la meme sequence de reactions en remplagant 
dans Tetape 5 de Texemple I, I'acide (R)-3-dodecanoyloxytetradecanoi'que par Tacide 
(R)-3-benzyloxytetradecanoique. 



30 EXEMPLE II 

(2RV5-amino-2-f(R)-3-benzvloxvtetradecanoylamino1-pentan-1-ol 
1. Sel de cuivre de la D-ornithine 
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A une solution de D-ornithine (5.25 g soit 30 mmol) dans 30 ml d'hydroxyde de 
sodium M, on a ajoute 50 ml d'une solution de sulfate cuivrique pentahydrate (3.814 
g soit 15.3 mmol) dans de Peau. L'agitation a ete poursuivie pendant 2 heures. On 
evapore alors le solvant a siccite. On ajoute 60ml de methanol pour former un solide 
5 de couleur pourpre que Ton separe, lave au dioxane et au methanol respectivement. 

2. (2R)-2-Amino-5-(benzvloxvcarbonylamino) pentanoate de cuivre 

Le solide pourpre a ete dissout dans 40 ml de soude M et 70 ml de dioxane, la 
solution a ete refroidie dans un bain d'eau glacee et on y ajoute 5.14 ml (soit 36 

10 mmol) de chloroformiate de benzyle. L'agitation est poursuvie dans un bain d'eau 
glacee pendant 3 heures et ensuite a temperature ordinaire pendant 15 heures. Le 
precipite pourpre est rassemble puis lave a I'ethanol a 95 % (40 ml), a Peau (50 ml) 
et a Pethanol (60 ml) respectivement. Le precipite a ete seche a Petuve (T< 45° C, 
sous vide); le rendement en deux etapes est de 8.27 g f soit 93 % par rapport a la 

15 theorie. 

3. Acide (2R)-5"(benzvloxvcarbonvlamino)-2-(terbutvloxvcarbonvlamino)DentanoTque 
Le sel de cuivre obtenu au stade 2 a ete dissout dans de I'acide chlorhydrique 2M 
(400 ml) et on y a ajoute de PEDTA (8.15 g, 27.8 mmol). On agite le melange 

20 pendant 2.5 heures, puis on le neutralise a pH7 en ajoutant de la soude 5M (environ 
160 ml). II se forme un precipite blanc. Le melange a ete agite pendant 2.5 heures 
dans un bain d'eau glacee. Le precipite a ete filtre, lave a I'eau froide jusqu'a ce que 
Peffluant soit incolore, puis seche a Petuve en dessous de 60°. Ce solide a ete 
dissout dans 156ml de NaOH M et la solution refroidie au bain d'eau glacee. On a 

25 ajoute a cette solution 7.7g (35.2 mmol) de pyrocarbonate de terbutyle dans le 
dioxane (160 ml). Le melange reactionnel a ete agite a 0° C pendant 45 minutes puis 
pendant 16 heures a temperature ambiante. Le solvant organique a ete evapore et 
on ajoute au residu 70ml d'acetate d'ethyle. On acidifie ensuite la phase aqueuse en 
ajoutant de Pacide chlorhydrique 2N jusqu'a pH -3. La couche aqueuse a ete 

30 epuisee encore une fois avec 100 ml d'acetate d'ethyle. Les phases organiques ont 
ete combinees et lavees a Peau (30 ml) et avec une solution saline (30 ml). Le 
solvant a ete elimine sous vide de fa?on a fournir une huile incolore apres 
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purification par chromatographie flash (Rdt : 8.42g en deux etapes soit 76.7 % de la 
theorie) (Rf =0.19, dichloromethane - MeOH 20 : 1). 

4. (2R)-5-(Benzvloxvcarbonvlamino)-2-(terbutvloxvcarbonylamino)pentan-1-ol 

5 A une solution froide (-15° C) du derive de I'acide diamino pentanoique obtenu au 
stade 3 (5.45 g soit 14.8 mmol) dans 60ml de THF, on a ajoute 1.654 ml (soit 14.8 
mmol) de N-methylmorpholine et 9,6ml (soit 14.8 mmol) de chloroformiate 
d'isobutyle (IBCF). La solution a ete agitee a -15° C pendant 1 minute puis on y a 
ajoute une solution de borohydrure de sodium (5.104 g soit 44.6 mmol) dans 10 ml 

10 d'eau. L'agitation a ete maintenue a -15° C pendant encore 10 minutes puis on a 
ajoute 400 ml d'eau pour arreter la reaction. La solution a ete epuisee avec de 
Tacetate d'ethyle (100 ml x 2). Les phases organiques ont ete combinees et lavees 
avec 50 ml d'eau et avec 60 ml de solution saline puis sechees sur sulfate de 
magnesium anhydre. Le solvant a ete chasse et le residu a ete cristallise du 

15 melange acetate d'ethyle/hexane (4.94 g, rendement 94.9 %) PF = 47.5 - 48° C. 

5. Debiocaqe du derive du 2.5-diaminopentan-1-ol 

6.32 g (18 mmol) de (2R)-5-(benzyloxycarbonylamino)-2-(terbutyloxycarbonylamino)- 
pentan-1-ol obtenu au stade 4 ont ete dissouts dans 25 ml d'acide trifluoroacetique 
20 puis agites pendant 2.5 heures a temperature ambiante. Le solvant a ete ensuite 
evapore et le residu a ete purifie par chromatographie flash (MeOH / CH2CI2 = 10:1). 
On obtient ainsi une masse vitreuse incolore qui fond a temperature ambiante. Le 
rendement est de 5.45 g de sel trifluoroacetique (rendement = 82.7 %). Le 
chlorhydrate fond a 133.0 - 134.3° C (recristallisation du methanol). 

25 

6. f2RV5-(BenzvloxvcarbonvlaminoV24(RV3-benzvloxytetradecanovlaminolpentan- 
1-ol 

On a ajoute a une solution refroidie a -15° C de 5.27 g (15.8 mmol) d'acide (R)-3- 
benzyloxytetradecanoYque (Bull. Chem. Soc. Jpn, 60 (1987), 2197-2204) dans 30 ml 
30 de tetrahydrofurane, 1.89 ml (15.8 mmol) de N-methylmorpholine et 2,21 ml d'IBCF 
(15.8 mmol). Le melange reactionnel a ete maintenu sous agitation a -15° C pendant 
30 minutes. On ajoute alors 5.25 g de sel trifluoroacetique de Texemple precedent 
(14.4 mmol) dans 30 ml de tetrahydrofurane et 1.44 ml de triethylamine a la solution. 
L'agitation a ete poursuivie a temperature ambiante pendant 16 heures puis on a 
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ajoute 30ml d'eau et 60ml d'acetate d'ethyle; la phase organique a ete separee et la 
phase aqueuse a ete epuisee une fois encore avec de I'acetate d'ethyle (60 ml). Les 
phases organiques ont ete combinees et lavees a I'eau (30 ml) et avec une solution 
saline (30 ml) puis sechees sur sulfate de magnesium anhydre. Le solvant a ete 
5 evapore et le residu a ete recristallise d'un melange acetate d'ethyle/hexane 
(5.824 g f soit un rendement de 71,2 %), PF = 117,5°- 118° C. Rf = 0.32, acetate 
d'ethyle - ether de petrole 3:1. 1 H-RMN (CDCI 3 , 250 MHz), S en ppm : 7.4-7.2 (m, 
10H), 6.5 (d, 1H, NH), 5.1 (s, 2H), 4.9 (m, 1H, NH), 4.5 (2d, AB, 2H), 3.8 (m, 2H), 3.5 
(m, 2H), 3.1 (m, 2H), 2.4 (m, 2H), 1.6-1.4 (m t 6H), 1.4-1.2 (m, 18H), 0.9 (t, 3H). 
10 13 C-RMN (CDCI 3 , 63 MHz), 8 en ppm : 172.24, 156.49, 138.06, 136.53, 128.46, 
128.04, 127.87, 76.76, 71.39, 66.60, 65.44, 51.54, 41.43, 40.65, 33.76, 31.87, 29.61, 
29.30, 28.01, 26.47, 25.05, 22.65, 14.09. 

7. (2R)-5-Amino-2-r(R)-3-benzvloxvtetradecanovlaminolpentan-1-ol 
15 Dans un ballon a trois tubulures, 150 mg de palladium sur charbon a 20 % ont ete 
ajoutes a la solution de (2R)-5-(benzyloxycarbonylamino)-2-[(R)-3-benzyloxy- 
tetradecanoylamino] pentan-1-ol (3.0 g, soit 5.27 mmol) et 6ml de triethylamine dans 
300 ml d'ethanol HPLC. On a chasse Pair par mise sous vide puis le ballon a ete 
charge d'hydrogene. Le melange reactionnel a ete agite a temperature ambiante 
20 pendant 2 heures puis le catalyseur a ete separe par filtration sur membrane et le 
filtrat a ete concentre pour fournir un solide blanc homogene en CCM, utilise tel quel 
pour le stade suivant sans autre purification. Rf = 0.2, dichloromethane - methanol - 
triethylamine 5:1:0.5, PF = 47-48°C. 

1 H-RMN (CDCI 3l 250 MHz), 5 en ppm: 7.4-7.2 (m, 5H), 6.75 (d, 1H, NH), 4.5 (2d, AB, 
25 2H), 3.9 (m, 2H), 3.5 (m, 2H), 2.3 - 2.6 (m, 7H), 1.7-1.2 (m, 24H), 0.9 (t, 3H). 13 C- 
RMN (CDCI3, 63 MHz), 5 en ppm: 171.86, 138.13, 128.37, 127.87, 127.75, 76.81, 
71.50, 64.57, 51.38, 41.51, 41.17, 33.89, 31.82, 29.26, 28.57, 28.03, 25.07, 22.60, 
14.04. 

30 Le (2R)-5-amino-2-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]pentan-1-ol peut etre 
obtenu par la meme sequence de reactions en remplafant dans I'etape 6 de 
Texemple II, Tacide (R)-3-benzyloxytetradecanoique par I'acide (R)-3- 
dodecanoyloxytetradecanoique. 
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EXEMPLE III 

3-[(R)-3-Dodecanovloxvtetradecanovlamino1-4-oxo-5-aza-9-f(RV3- 
5 hydroxvtetradecanovlaminol-decane-1 , 1 0-diol 1 -dihvdroqenophosphate 

1. Couplaqe Peptidique 

On disperse dans une solution d'acide (2RS)-4-(diphenyloxyphosphoryloxy)-2-[(R)-3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino]butanoTque (1.0 mmol) obtenu a I'exemple I, 
dissous dans 20ml de chlorure de methylene, 363.6 mg (1,2 mmol) d'HDQ (1- 
10 isobutyloxy-2Hsobutyloxycarbonyl-1 t 2-dihydroquinoIeine). On ajoute apres 15 
minutes d'agitation 1.0 mmol de (2R)-5-amino-2-[(R)- 
benzy!oxytetradecanoylamino]pentan-1-ol obtenu a i'exemple II, dissout dans 10 ml 
de chlorure de methylene et le melange reactionnel a ete maintenu sous agitation 
pendant 4h. 

15 La solution a ete concentree et le residu purifie par chromatographie flash (CH 2 CI 2 / 
acetone = 5:2, Rf 0.23). Le solvant a ete chasse et on obtient ainsi un sirop incolore 
(0.620 g soit un rendement de 52.7 %) de pseudodipeptide phosphoryle. Rf = 0.49, 
dichloromethane - methanol - triethylamine, 10:1:0.5. 1 H-RMN (CDCI 3 , 250 MHz), 5 
en ppm: 7.40-7.15 (m, 15H), 7.00 (m, 1H), 6.90 et 6.80 (2d, 2 diast, 1H), 6.65 (d, 1H) 

20 (3 x NH), 5.15 (m, 1H), 4.50 (m, 3H), 4.30 (m, 2H), 3.85 (m, 2H), 3.45 (m, 2H), 3.15 
(m, 2H), 2.41-2.14 (m, 8H), 1.6-1.4 (m, 8H), 1.4-1.1 (m t 54H), 0.9 (t, 9H, 3CH 3 ). 13 C- 
RMN (CDCI 3) 63 MHz), 6 en ppm : 173.11, 171.68, 170.52 (2 diast), 169.94 (2 
diast.), 150.0 (d, 2 J P , C =7.2 Hz), 138.20 (2diast.), 129.58, 127.99, 127.49, 127.26, 
125.24, 119.73 (t, 3 J P , C : 5.0 Hz), 76.48, 71.12, 70.71, 65.86 (elargi), 64.22, 50.96, 

25 49.71 (elargi), 41.46, 41.05, 39.07, 34.13, 34.00, 32.70, 31.61, 29.34, 29.06, 28.87, 
27.98, 25.25 24.92, 24,72, 22.38, 13.80. 

2. 1-fDiphenvloxvphosphorvloxv)-3-f(R)-3-dodecanovloxvtetradecanovlamino1-4- 
oxo-5-aza-9-f(RV3-hvdroxvtetradecanovlamino1decan-10-ol . 

30 La solution de pseudodipeptide phosphoryle (488 mg soit 0.42 mmol) obtenu ci- 
dessus et d'acide acetique (1.9 ml) dans 65 ml d'ethanol HPLC a ete placee dans un 
ballon a trois tubulures et on y ajoute 200 mg de palladium sur charbon a 10 % de 
Pd. On purge Pair par mise sous vide puis le ballon a ete charge avec de 
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Thydrogene. Le melange reactionnel a ete agite a temperature ambiante pendant 2h, 
puis ie catalyseur a ete separe par filtration sur membrane, le solvant a ete chasse 
sous vide, ce qui fournit le produit brut avec un rendement de 92%. Un echantillon 
de produit est purifie par chromatographie flash (CH 2 C1 2 / acetone 5:4, Rf = 0.24). On 
5 obtient ainsi un solide vitreux. Rf = 0.68, chlorure de methylene - methanol 5:2. 13 C- 
RMN (CDCb, 63 MHz), 8 en ppm (quelques signaux dedoubles par la presence de 
diastereoisomeres) : 173.60, 173.15, 170.67, 170.60, 170.27, 170.07, 150.24 (d), 
129.92, 125.66, 120.05 et 119,90 (2d), 71.11, 71.05, 68.83, 66.21 (elargi), 64.71, 
51.38, 50.32, 50.12, 43.25, 43.12, 41.66, 41.57, 39.30, 37.26, 34.45, 32.84, 31.86, 
10 29.62, 29.5, 29.29, 29.13, 28.08, 25.57, 25.19, 24.97, 22.62, 14.03. 

3. 3-rfRV3-Dodecanovloxvtetradecanovlaminol-4-oxo-5-aza-9-r(R^3- 

hydroxytetradecanovlaminoVdecan-UO-diol 1-dihvdroqenophosphate 
Dans un ballon a trois tubulures, on preactive de Toxyde de platine (137 mg) dans de 

15 Tethanol absolu (5 ml) avec de Thydrogene pendant 10 min. On ajoute ensuite la 
solution de 1 -(diphenyloxyphosphoryloxy)-3-[(R )-3-dodecanoyloxytetra- 
decanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hydroxytetradecanoylamino) decan-10-ol (41 1 
mg soit 0,38 mmol) dans de Tethanol absolu (20 ml). On chasse fair par mise sous 
vide pousse, puis le ballon a ete charge avec de Thydrogene. Le melange 

20 reactionnel a ete agite a temperature ambiante pendant 2 a 3 h, le catalyseur a ete 
separe par filtration sur membrane, le solvant chasse sous vide. On obtient 
finalement le produit brut sous la forme d'un solide blanc (rendement brut de 98%). 
Rf = 0.50, chloroforme - methanol - eau, 6:4:0.6. 

25 Le 3-[(R)-3-hydroxytetradecanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-dodecanoyloxytetra- 
decanoylamino]-decan-1,10-diol 1-dihydrogenophosphate peut 6tre obtenu a partir 
de T acide 4-(diphenyloxyphosphoryloxy)-2-[(R)-3-benzyloxytetradecanoylamino] 
butanoique et du (2R)-5-amino-2-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]pentan- 
1-ol par la meme sequence de reactions (Schema 3) (Fig 35). 

30 

Alternativement, le 3-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)- 
3-hydroxytetradecanoylamino]-decan-1,10-diol 1-dihydrogenophosphate est obtenu 
a partir de Tacide aspartique par la sequence de reactions suivantes (Schemas de 
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synthase 1, 5 et 6) (Fig 33, 37 et 38): protection de la fonction OH Hbre du (2R)-5- 
(benzyIoxycarbonylamino)-2-[(R)-3-benzyloxytetradecanoylamino]pentan-1 -ol par un 
groupement benzyioxymethyle, liberation de la fonction 5-amino de ce compose par 
hydrogenolyse, couplage peptidique de cette amine avec un derive monoesterifie de 
5 I'acide D ou L-aspartique portant sur sa fonction amine soit un groupe protecteur soit 
un groupe (R)-3-dodecanoyloxytetradecanoyle, liberation et reduction de la fonction 
carboxylique terminate par ('intermediate d'un anhydride mixte, deprotection si 
necessaire de la fonction amine issue de I'acide aspartique puis N-acylation avec un 
derive de I'acide (R)-3-dodecanoyIoxytetradecanoique, phosphorylation de la 
10 fonction hydroxyle en C-1, et finalement deblocage des fonctions phosphate et 
hydroxyles par hydrogenolyse, 

EXEMPLE IV 

Preparation du 3-r(R)-3-dodecanovl-oxytetradecanovlaminoV4-oxo-5-aza-94(RV3- 
hvdroxvtetradecanovlaminoldecane-1 . 1 0-diol, 1 , 1 0-bis(dihvdrogenophosphate). 

15 Le 1 -(diphenyloxyphosphoryloxy)-3-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]-4-oxo- 
5-aza-S-[(R)-3-benzy!oxytetradecanoylamino]decan-10-ol (985 mg soit 0.84 mmol) 
est traite avec du N,N-diethylphosphoramidite de dibenzyle (0.58 ml, purete 85%), 
en presence de [1H]-tetrazole (182 mg) dans le tetrahydrofurane (35 ml) pendant 30 
min a temperature ambiante. Le phosphite intermediate est oxyde par addition d' 

20 une solution d'acide m-chloroperoxybenzoique (535 mg) dans 25 ml de chlorure de 
methylene entre 0° et -20°C. Apres 20 min, on ajoute une solution de Na 2 S 2 0 3 (20 
ml) pour detruire I'exces d'oxydant, puis on dilue la phase organique avec de Tether. 
La phase organique est separee, lavee successivement avec une solution aqueuse 
de Na 2 S 2 0 3 (5 x 20 ml), puis une solution de NaHC0 3 (2 x 20 ml), puis avec de 

25 I'acide chlorhydrique aqueux (20 ml), sechee sur MgS0 4 et concentree. Le produit 
brut est purifie par chromatographie flash sur gel de silice (CH 2 CI 2 - acetone 10:3). 
Le derive diphosphoryle protege ainsi obtenu (900 mg, rendement 75%)(Rf 0.64, 
dichloromethane - acetone 5:2) est soumis a une hydrogenation catalytique dans le 
methanol HPLC (100 ml) en presence de palladium sur charbon a 10% de palladium 

30 (300 mg) sous pression atmospherique, pendant 4h a temperature ambiante. Le 
catalyseur est elimine par filtration sur membrane et le filtrat concentre sous pression 
reduite, ce qui fournit le 10-(dihydroxyphosphoryloxy)-1-(diphenyloxyphosphoryloxy)- 
3-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3- 
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hydroxytetradecanoyiamino]decane brut (Rf = 0.63, chloroforme-methanol-eau 
6:4:0.6) avec un rendement de 89%. Ce produit est ensuite soumis a une 
hydrogenation catalytique sur oxyde de platine (380 mg) dans I'ethanol HPLC (130 
ml) pendant 24h a temperature ambiante, sous pression atmospherique, Le 
5 catalyseur est eiimine par filtration sur membrane et le filtrat concentre pour fournir 
compose bis dihydrogenophosphate libre (Rf = 0.20, chloroforme - MeOH - eau, 
6:4:0.6). 

Le 3-[(R)-3-hydroxytetradecanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-dodecanoyloxytetra- 
10 decanoylamino]-decan-1,10-dioi 1,10-bis(dihydrogenophosphate) peut etre obtenu a 
partir de P acide 4-(diphenyloxyphosphoryloxy)-2-[(R)-benzyloxytetradecanoylamino] 
butanoTque et du (2R)-5-amino-2-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylamino]pentan- 
1-ol par la meme sequence de reactions (Schema 3) (Fig 35). 

1 5 Alternativement, le 3-[(R)-3-dodecanoyloxytetradecanoylaminoJ-4-oxo-5-aza-9-[(R)- 
3-hydroxytetradecanoylamino]-decan-1 , 1 0-dioi 1 , 1 O-bis(dihydrogenophosphate) est 
obtenu a partir de I'acide aspartique par la sequence de reactions suivantes 
(Schemas de synthese 1, 4 et 6): liberation de la fonction 5-amino du (2R)-5- 
(benzyloxycarbonylamino)-2-[(R)-3-benzyloxytetradecanoylamino]pentan-1-ol par 

20 hydrogenolyse, couplage peptidique de cette amine avec un derive monoesterifie de 
Tacide D ou L-aspartique portant sur sa fonction amine soit un groupe protecteur soit 
un groupe (R)-3-dodecanoyloxytetradecanoyle, liberation et reduction de la fonction 
carboxylique terminate par Tintermediaire d'un anhydride mixte, deprotection si 
necessaire de la fonction amine issue de Tacide aspartique puis N-acylation avec un 

25 derive de I'acide (R)-3-dodecanoyloxytetradecanoique, phosphorylation des 
fonctions hydroxyles en C-1 et en C-10, et finalement deblocage des fonctions 
phosphates et hydroxyle par hydrogenolyse. 
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EXEMPLE V - PURIFICATION ET ANALYSE DES COMPOSES SELON 
^INVENTION 

1. Purification des composes monophosphoryle et diphosphoryle 
Les produits de synthese monophosphoryle et diphosphoryle sont solubilises dans 
5 un melange eau - isopropanol (1:1 v/v) avec 0.1% de triethylamine pour obtenir un 
pH entre 8 et 9. La quantite necessaire de bicarbonate d'ammonium 2M est ensuite 
ajoutee pour atteindre une concentration de 25 mM. 



La purification est effectuee par HPLC preparative en phase inverse dans les 
10 conditions suivantes : 



20 



Colonne; 
Phase mobile: 



15 Debit: 
Elution: 



Detection: 



Bondapack C18 PrepPak, 40 x 200 mm, 15-20 urn, 300 A, Waters 
A: isopropanol - eau (1:1, v/v), 50mM bicarbonate d'ammonium 
B: isopropanol - eau (2:8, v/v), 50mM bicarbonate d'ammonium 
40 ml/mi n 

Adsorption isocratique sur la colonne : 40% B (60% A), 10 
minutes 

Gradient A:B : 40 a 80% B en 10 minutes 
Elution isocratique 80% B, 30 minutes 
Lavage : 100% B, 10 minutes 
UV, 210 nm 



Dans ces conditions d'elution, le temps de retention du compose monophosphoryle 
est compris entre 25 et 30 min et celui du compose diphosphoryle entre 18 et 25 
25 minutes. Au cas ou la presence de produits monophenyles serait observee 
(deprotection incomplete lors de la dephenylation finale), une purification plus fine 
doit etre effectuee. Cette purification supplemental est reaiisee dans les conditions 
suivantes : 



30 Colonne: Kromasil C18, 21 x 250 mm, 5 \*m, 100 A, Macherey-Nagel 

Phase mobile: A: isopropanol - eau (1:1, v/v), 50mM bicarbonate d'ammonium 
B: isopropanol - eau (2:8, v/v) f 50mM bicarbonate d'ammonium 
Debit: 10ml/min 
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Elution: Adsorption isocratique sur la colonne: 40% B (60% A), 10 minutes 

Elution isocratique : 

compose monophosphoryle : 80% B, 30 minutes 
compose diphosphoryle : 74% B, 30 minutes 
5 Lavage : 100% B, 10 minutes 

Detection: UV, 21 0 et 254 nm 

Les fractions contenant les composes monophosphoryle ou diphosphoryle sous 
forme de sel d'ammonium sont rassemblees et concentrees par adsorption sur 
phase C18 Bondapack, 15-20 jim, 300 A, Waters. Le sel de sodium des composes 

10 monophosphoryle ou diphosphoryle est obtenu par lavage au moyen d'une solution 
a 10 g/L NaCI dans Teau - isopropanol (9:1 T v/v). Apres elimination de I'excedent de 
NaCI par passage de 5 volumes d'un melange eau - isopropanol (9:1, v/v) sur la 
colonne, le compose est elue avec de I'isopropanol pur. Ce solvant est ensuite 
evapore a sec au Rotavapor. Une solubilisation finale est realisee dans le volume 

15 necessaire d'eau (additionnee de 0.1 % de triethanolamine dans le cas du compose 
monophosphoryle) pour atteindre une concentration cible de 2 mg/ml. Une filtration 
sterilisante est ensuite effectuee sur filtre 0.2 jim, Express Membrane, Millipore (si 
volume inferieur a 50 ml: systeme Steriflip, si volume superieur a 50 ml: systeme 
Steritop). 

20 Dans le cas du compose monophosphoryle, une sonication de la solution (3 fois 10 
secondes) a temperature ambiante est effectuee avant la filtration sterilisante. 



25 



30 



2. Suivi et rendement de la purification 

Apres chaque etape, les fractions sont analysees par chromatographie analytique 
HPLC en phase inverse selon les conditions suivantes : 



Colonne: 
Phase mobile: 



Debit: 

Elution: 

Detection: 



Supelcosil C18, 3 |im, 4.6 x 150mm, 100 A, Supelco 
A: eau - acetonitrile (1:1, v/v), 5mM TBAP 
B: eau - isopropanol (1:9, v/v), 5mM TBAP 
TBAP : phosphate de tetrabutylammonium 
1 ml/min 

Gradient A:B (75:25 a 0:100) en 37.5 minutes 
UV, 210et 254 nm 
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Dans ces conditions chromatographiques, les temps de retention observes pour les 
composes mono- et diphosphoryles sont de 25.5 ±0.5 et 20.8 ±0.5 minutes, 
respectivement. Les rendements de purification obtenus varient entre 57 et 94% 
pour le compose monophosphoryle et entre 71 et 92% pour le compose 
5 diphosphoryle. 311 mg et 189 mg de composes mono et diphosphoryle, 
respectivement, ont ete produits. 

3. Dosage et analyse de purete des produits finaux 

Le dosage et le controle de purete des produits obtenus sont realises par HPLC/UV 
10 dans les conditions chromatographiques decrites ci-dessus. Selon ces analyses les 
puretes obtenues pour les differents lots de composes mono- et diphosphoryles 
produits varient entre 99 et 100%. Afin de mettre en evidence la presence 
d'impuretes inactives en UV, des analyses LC/ES-MS ont ete realisees (ionisation de 
type electrospray, mode positif). Pour ces dernieres, le phosphate de 
15 tetrabutylammonium (5 mM) a ete remplace par I'acetate d'ammonium (25 mM) pour 
satisfaire aux conditions d'ionisation de l'interface electrospray. 

Des methodes alternatives de dosage des solutions finales ont ete utilisees. On 
citera pour exemple ^analyse quantitative des phosphates totaux (adapte de Ames, 
20 B.N., Methods in Enzymology VII (1966), 115-117), des acides amines (adapte de 
Hughes et al M J. Chromatogr. 389 (1987), 327-333) et des chaines acyles (adapte 
de Miller, L.T., Hewlett-Packard Application Note (1984), 228-237). 

4. Analyses spectroscopigues 
25 4.1. Spectrometrie de masse 

Les spectres ES-MS (modes positif et negatif) des composes mono- et 
diphosphosphoryles ont ete mesures sur trois types de spectrometres de masse 
(Finnigan LCQ, ion trap; Micromass Quattro II, triple stage quadrupole; Hewlett- 
Packard MSD, single quadrupole). Des analyses complementaires de type MS/MS 
30 ont egalement ete realisees. Les spectres attestant de Hdentite et de la purete des 
produits sont joints en annexe. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 00/00462 



PCTAB99/01170 



26 

Spectres ES-MS (mode positif) 
Compose diphosphorvle : 

(Micromass Quattro II : Spectre 1; HP-MSD : Spectre 3) (Fig 39 et 41) 
A basse energie, un ion pseudomoleculaire majoritaire a m/z 1014.6 [M+H] + est 
5 observe. Des adducts de sodium a m/z 1036.6 [M+Na] + , 1058.6 [M-H+2Naf et 
1080.5 [M-2H+3Na] + sont egalement visibles. 

Seion le degre de fragmentation choisi, deux fragments a m/z 916.5 [M-98+H] + et 
818.6 [M-98+H] + sont observes, attestant de la presence de deux groupes 
phosphoryles sur la molecule. Comme le montre le spectre 3 (Fig 41), Tintensite 
10 relative des ions observes varie considerablement en fonction de Tenergie 
appliquee. 

Compose monophosphorvle : 
(Micromass Quattro II : Spectre 2) (Fig 40) 

Un schema d'ionisation quelque peu different est obtenu pour le compose 
15 monophosphoryle du fait de la presence de triethanolamine (TeoA) dans les solution 
analysees. On observe un ion pseudomoleculaire majoritaire a m/z 934.4 [M+H] + 
ainsi que des adducts de sodium [M+Na] + et de potassium [M+K] + a m/z 956.3 et 
972.3, respectivement Un second groupe d'adducts a m/z 1083.4 [M+TeoA+H] + , 
m/z 1105.3 [M+TeoA+Na ] + et m/z 1121.3 [M+TeoA+K ] + est egalement visible. La 
20 presence d'un groupe phosphoryle sur la molecule est confirmee par un fragment 
observe a haute energie a m/z 836.4 [M-98+H] + . 

Spectres ES-MS (mode neaatifl 

Les tons observes sur les spectres ES-MS des composes mono- et diphosphoryles 
25 en mode negatif sont tout a fait en accord avec les resultats obtenus en mode positif. 

Des analyses en ionisation FAB (mode positif) ont egalement ete realisees. A basse 
resolution, les composes mono- et diphosphosphoryles presentent des adducts de 
sodium [M+Na + ] a m/z 956.5 et 1036.5, respectivement. 

30 

A haute resolution (matrice d'alcool 3-nitro benzylique), un pic a m/z 956.667 est 
observe pour le monophosphate, ce qui correspond a la formule brute 
C49H960nN 3 PNa attendue (masse calculee : 956.668 uma). 
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Pour le diphosphate, un pic a m/z 1036.635 est mesure, ce qui correspond a la 
formuie brute C49H9 7 0i4N3P 2 Na attendue (masse calculee : 1036.634 uma). 

Toutes les analyses MS ont mis en evidence le haut degre de purete des produits 
5 obtenus. 

4.2. Resonance maqnetique nucleaire 

Les spectres 1 H-RMN et 13 C-RMN des composes mono- et diphosphosphoryies ont 
ete mesures sur des appareils de type Bruker DPX a 250.13 et 62.89 MHz, 
10 respectivement, et Varian Unity Inova 500 a 499.87 et 125.7 MHz, respectivement. 
Les spectres 31 P-RMN ont ete enregistres a 121.6 MHz (Bruker DPX). Les spectres 
attestant de I'identite et de la purete des produits sont joints en annexe. 

Spectres 1 H-RMN (Spectres 4 et 5) (Fig 42 et 43) 

15 - compose monophosphoryle : sur le spectre enregistre dans CDCI 3 + 0.1% 
triethanolamine (TEoA) (Spectre 4), on observe les signaux correspondant aux trois 
protons portes par ies atornes d'azote N(5), N(2a) et N(2b) entre 7 et 9.5 ppm (voir 
aggrandissement de la fenetre spectrale). Les signaux attribues a H-N(2a) et H- 
N(2b) apparaissent sous la forme de deux doublets qui mettent en evidence la 

20 presence d'un melange de stereoisomeres. On observe egalement une 
predominance de Tun des diastereoisomeres (consequence des differentes etapes 
de purification). 

- compose diphosphoryle : sur le spectre enregistre dans CDCI3-CD3OD (3:1, v/v) 

(Spectre 5), les signaux correspondant a H-N(5), H-N(2a) et H-N(2b) ne sont plus 
25 observes suite a un echange en presence de CD3OD. 

Des informations supplementaires pour i'attribution des differents signaux ont ete 

obtenues par des experiences de correlations homo- et heteronucleaires ( 1 H- 1 H - 

RMN: COSY, 1 H- 13 C-RMN: HSQC et HMBC). 

Spectres 13 C-RMN (Spectres 6 et 7) (Fig 44 et 45) 
30 Uenregistrement de spectres 13 C-RMN est rendu particulierement difficile par la 

solubilite relativement faible des composes mono- et diphosphoryles. 

Spectres 31 P-RMN (Spectres 8 et 9) (Fig 46 et 47) 

Pour les deux composes mono- et diphosphoryles, un pic unique est observe. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 00/00462 



28 



PCT/IB99/01170 



EXEMPLE V - ETUDES PHARMACOLOGIQUES DES COMPOSES 
SELON L'INVENTION 

1. Determination de I'endotoxicite par le test chromoqenique au Limulus. 

L'endotoxicite est determinee par le test Limulus Amoebocyte Lysate chromogenique 
(LAL-Chromogenique de Charles River Endosafe , lot # EK4121E, Charleston, USA), 
Ce test est base sur I'activation par le lipopolysaccharide (LPS) ou les produits de 
structure comparable, d'une cascade enzymatique presente dans le LAL. Cette 
activation enzymatique est mise en evidence par le clivage d'un chromogene lie a un 
peptide par la protease, en bout de chame de la cascade enzymatique selon la 
reaction suivante : 

LPS ou PRODUIT 

I 

activation protease du LAL et hydrolyse peptide/chromogene 

i 

Ac-lle-Glu-Ala-Arg-p-nitroaniline > Ac-lle-Glu-Ala-Arg + p-nitroaniline 

incoiore colore (405 nm) 

La reaction enzymatique est effectuee a 37° C et la formation du chromogene au 
cours du temps est mesuree a 405 nm. Dans cette methode cinetique en point final, 
le temps necessaire pour atteindre 0.2 unites de DO est enregistre et I'activite 
endotoxique calculee par rapport a un etalon de LPS (courbe standard). 

Les resultats sont exprimes en EU (Endotoxin Unit) par rapport a une preparation 
standardisee de lipopolysaccharide de E. coli. Pour cette serie de dosage 1 EU 
correspond a 0.08 mg d J equivalent LPS. 

Les resultats presentent une variabilite relativement importante mais normale pour 
ce genre de dosage quantitatif qui donne surtout un ordre de grandeur. Le test LAL 
est surtout utilise pour demontrer ('absence de pyrogene (limite superieure de la 
concentration en endotoxine) dans des preparations pharmaceutiques. Le dosage 
quantitatif du contenu en pyrogene doit imperativement etre compare dans une 
meme serie d'experiences bien standardisees. 
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Resultats 

Les resultats (moyennes ± ecart-type) obtenus pour les produits de Tinvention sont 
presentes dans le Tab (a): 

5 Tab (a) Activation du limulus amebocyte lysat (LAL) 



Produits 


Activite LAL 
en EU/mg 


Activite LAL 
en equivalent LPS 
ng eq. LPS/mg 


OM-294-DP 


56 ±48 


6.2 


OM-294-MP 


13±2 


1.4 


LPS de E. coli (reference) 


7.7 ± 1.6 x 10 6 


0.85 x 10 6 



Les composes selon ('invention sont 10° fois moins actifs que le LPS dans le test 
LAL. UOM-294-DP et l'OM-294-MP sont done des produits particulierement 
interessants du fait de leur faible toxicite, associee a leur capacite a induire des 
10 activites biologiques immunomodulatrices (in vivo et in vitro). 

2. Determination de la proliferation des cellules souches de la moelle osseuse 
de souris stimulees par du LPS ou par les composes de ['invention 
Protocoie 

15 2 souris males C57/BL6 de 6 semaines sont sacrifices par inhalation de C0 2 suivie 
d'une dislocation des cervicales. Les souris sont lavees a I'alcool, et la peau des 
membres posterieurs est retiree completement. Les hanches, les femurs et les tibias 
sont detaches au niveau des articulations. Les chairs sont enlevees grossierement 
avec un scalpel. Les os sont nettoyes et les extremites des os sont coupees au 

20 ciseau. La moelle est extraite de la lumiere osseuse par injection en 3 fois de 1ml de 
milieu Eagle modifie par Dulbecco (milieu DH) par les extremites qui ont ete coupees 
au ciseau. Les cellules sont remises en suspension dans le milieu DH et 
centrifugees pendant 5 minutes a 300 x g. Le surnageant est elimine et les cellules 
souches sont remises en suspension dans du milieu DH complete avec 20 % de 

25 serum foetal (FCS). La concentration cellulaire est ajustee a 500*000 cellules par ml. 
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Les produits en solution dans ie milieu DH supplements avec le FCS, les acides 
amines et les antibiotiques sont dilues en serie, directement dans la microplaque a 
96 puits. 9 dilutions sont effectuees avec un facteur de 3.16. Les produits sont testes 
en sextuplicate et chaque microplaque comprend un temoin negatif compose de 
5 milieu seul. Le volume final dans chaque puits est de 100 jil. Les microplaques sont 
incubees pendant 1 heure a 37° C sous 8 % C0 2 dans une etuve saturee en 
humidite pour tamponner le milieu. Apres 1 heure, 100 jil de la suspension cellulaire 
sont ajoutes aux produits et I'incubation est poursuivie pendant 7 jours. 
La proliferation est determines par la mesure de I'oxydation d'un substrat 

10 chromogenique (XTT) dans les mitochondries des cellules vivantes. 

Apres 7 jours les microplaques sont centrifugees 5 minutes a 400 x g, et 100 \xl de 
surnageant sont preleves et elimines. 50 jil d'une solution a 1 mg/ml de XTT 3-[ 
1-phenylamino-carbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis[(4-methoxy-6-nitro)benzene sulfonate] 
de sodium et 0,008 mg/ml PMS ((N-methyl dibenzopyrazine, methyl sulfate) dans du 

15 milieu RPMI sont ajoutes a chaque puits. Apres 8 heures d'incubation a 37° C sous 8 
% C0 2 dans une etuve saturee en humidite, les microplaques sont lues au 
spectrophotometre a 490 nm contre une reference a 690 nm. 

Les resultats sont exprimes en moyenne (± ecart type) sous forme d'une courbe 
20 dose/reponse. Les valeurs du controle negatif compose de milieu DH (moyenne ± 
ecart type de toutes les experiences) sont egalement indiquees sous forme 
graphique. 

Dans cette experience les composes selon I'invention induisent une proliferation 
25 significative des cellules-souches de moelle de souris. Celle-ci est presqueaussi 
importante que celle induite par le LPS de E. coli, mais la concentration minimale 
necessaire pour induire une reponse significative est superieure. Le produit 
monophosphoryle induit une reponse plus faible que celle du produit diphosphoryie. 
La figure 1 represente une experience representative tiree d'un ensemble de 3 
30 experiences independantes obtenues a partie de preparations cellulaires differentes. 
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3- Determination d la production d'oxyde nitrique dans I s surnaqeants de 

macrophages 

Protocole 

Deux souris C57/BL6 males de 6 semaines sont sacrifices par inhalation de CO2 
5 suivie d'une dislocation des cervicales. Les souris sont lavees a I'alcool, et la peau 
des membres posterieurs est retiree completement. Les hanches, les femurs et les 
tibias sont detaches au niveau des articulations. Les chairs sont enlevees 
grossierement avec un scalpel. Les os sont nettoyes et les extremites des os sont 
coupees aux ciseaux. La moelle est extraite par injection en 3 fois de 1ml de milieu 

10 Eagle modifie par Dulbecco (milieu DH) dans la lumiere osseuse. Les cellules sont 
remises en suspension dans le milieu DH et centrifugees pendant 5 minutes a 300 x 
g. Le surnageant est elimine et les cellules sont remises en suspension a la 
concentration de 40*000 cellules/ml dans du milieu DH complete avec 20 % de 
serum de cheval (HS) et 30 % de surnageant de L929. Les L929 sont une lignee de 

15 fibroblastes murins dont le surnageant est riche en facteur de croissance pour les 
macrophages (M-CSF). La suspension cellulaire est distribute par 12 ml dans des 
boites de Petri qui sont incubees pendant 8 jours a 37° C sous 8 % CO2 dans une 
etuve saturee en humidite. Apres 8 jours, les cellules-souches se sont differenciees 
en macrophages matures. Les macrophages sont detaches par une incubation de 

20 45 minutes a 4° C dans du PBS froid. Apres centrifugation et elimination, les cellules 
sont remises en suspension dans du milieu DH complete avec 5 % de serum foetal 
(FCS), de la glutamine, de I'asparagine, de I'arginine, de I'acide foiique, du 
mercaptoethanol et des antibiotiques (penicilline et streptomycine). Les cellules 
souches sont rassemblees et la concentration cellulaire est ajustee a 700*000 

25 cellules par ml. 

Les produits mis en solution dans le milieu DH supplements avec FCS, les acides 
amines et les antibiotiques sont dilues en serie directement dans la microplaque a 96 
puits. 9 a 10 dilutions suivant les produits sont effectues avec un facteur de 3.16. 
Les produits sont testes en triplicate et chaque microplaque comprend un temoin 
30 negatrf compose de milieu seul. Le volume final dans chaque puits est de 100 \il Les 
microplaques sont incubees pendant 1 heure a 37° C sous 8 % C0 2 dans une etuve 
saturee en humidite pour tamponner le milieu. Apres 1 heure, 100 jil de la 
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suspension celluiaire sont ajoutes aux produits et I'incubation est poursuivie pendant 
22 heures. 

Apres 22 heures les microplaques sont centrifugees, 5 minutes a 400 xg et 100 jil 
5 de surnageant sont preleves et transferes dans une microplaque. 100 jal de reactif 
de Griess [5 mg/ml de sulfanilamide + 0.5 mg/ml de chlorhydrate de 
N-(1-naphthylethylene diamine)] dans de Pacide phosphorique a 2.5 % aqueux, sont 
ajoutes a chaque puits. Les microplaques sont lues au spectrophotometre a 562 nm 
contre une reference a 690 nm. La concentration en nitrite est proportionnelle a celle 
10 de Foxyde nitrique. La concentration en nitritre est determinee par rapport a une 
courbe standard, lineaire de 1 a 25 jaM de nitrite. 

Les resultats sont exprimes apres soustraction du temoin negatif, en moyenne ± 
6cart type sous forme d'une courbe dose/reponse. 

15 

Dans cette experience les composes selon Tinvention induisent une production 
d'oxyde nitrique par les macrophages murins avec une courbe effet-dose. Le produit 
diphosphoryle induit une proliferation plus importante que celle induite par le LPS de 
E. co//, mais la concentration minimale necessaire pour induire une reponse 
20 significative est superieure. Le produit monophosphoryle induit une reponse plus 
faible que celle du produit diphosphoryle et que celle du LPS de E. colL La figure 2 
represente une experience representative tiree d'un ensemble de 3 experiences 
independantes obtenues a partir de preparations cellulaires differentes. 

25 4. Determination de la capacite des composes selon rinvention a activer la 
production de TNF-a-de macrophages alveolaires humains. 

Protocole 

Obtention des macrophages alveolaires : Les macrophages alveolaires humains ont 
30 ete obtenus par lavage bronchoalveolaire (BAL) de poumons de patients atteints de 
cancer du poumon. Le BAL est effectue immediatement apres chirurgie sur du tissu 
pulmonaire provenant des parties saines du lobe pulmonaire. Les lavages sont 
effectues avec NaCI 0.9 % a Taide d'une seringue de 50ml. Les cellules obtenues 
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sont constitutes a >85 % de macrophages, les autres cellules etant principalement 
des lymphocytes. Apres centrifugation, les cellules sont remises en suspension avec 
du milieu RPMI et les globules rouges sont elimines par centrifugation sur Ficoll 
Paque (Research Grade). Les macrophages sont Iav6s 3 fois avec HBSS et 
5 implantes dans des microplaques a 24 puits, a raison de 1 ml par puits contenant un 
total de 1 '000*000 de cellules. Apres une heure d'incubation a 37° C, les 
macrophages sont adherents et les puits sont laves a 3 reprises avec 1 ml de HBSS 
afin d'eliminer les cellules non-adherentes. Apres les lavages, 1 ml de RPMI est 
ajoute dans chacun des puits contenant les macrophages. 

10 

Incubation avec les produits et dosage du TNF-a : les macrophages alveolaires sont 
incubes a 37° C et 5 % de C0 2 avec des concentrations de 0.1 ng/ml, 1 jig/ml et 10 
fig/ml des produits suivants ; 

1 5 - temoin negatif : RPMI 

- temoin positif : LPS de E.coli (serotype OS:B5, Difco, Detroit, U.S.A.) 

- compose monophosphoryie seion {Invention (OM-294-MP) 

- compose diphosphoryle selon Tinvention (OM-294-DP) 

20 Les surnageants des cultures sont recoltes apres 24 heures et analyses pour leur 
teneur en TNF-a (Kit BioSource Cytoscreen, Camarillo, CA, U.S.A.) avec une limite 
de detection a 1 pg/ml. 

Resultats 

25 Les derives monophosphoryie et diphosphoryle selon I'invention induisent une 
production moderee de TNF-a a partir de 10 |jg/ml. Le derive monophosphoryie 
selon I'invention induit une production de TNF-a superieure a celle du derive 
diphosphoryle. Le controle positif LPS induit aux 3 concentrations testees une 
production elevee de TNF-a. 

30 Les resultats sont presentes dans le Tab (a). 
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Tableau (a) Induction par l'OM-294-MP et l'OM-294-DP de la production de TNF-g 
par des macrophages alveolaires humains. 







TNF-a [pg/ml] 






moyenne ± ecart type de 3 experiences 






independantes 




Produit 


0 ^ig/ml 


0,1 ng/ml 


1 (xg/ml 


10 ng/ml 


Temoin negatif : RPMI 


195± 70 








Temoin positif : LPS de E; coli 




7667 ±1155 


9858 ±2148 


10390±3415 


OM-294-MP-1 




246 ±38 


353 ± 75 


1049 ±295 


OM-294-MP-2 




205 ± 62 


291 ± 70 


1124 ±406 


OM-294-DP-1 




156 ±66 


117 ±85 


329 ±141 


OM-294-DP-2 




171 ±79 


88 ±61 





5 5, Determination de la capacite des composes selon I'invention a inhiber la 
production de TNF-g de macrophages alveolaires humains, induite par le 
lipopolvsaccharide de E. coli (LPS) 
Protocole 

Obtention des macrophages alveolaires : Les macrophages alveolaires humains ont 
10 ete obtenus par lavage bronchoalveolaire (BAL) de poumons de patients atteints de 
cancer du poumon. Le BAL est effectue immediatement apres chirurgie sur du tissu 
pulmonaire provenant des parties saines du lobe pulmonale. Les lavages sont 
effectues avec NaCI 0 M 9 % a I'aide d'une seringue de 50 ml. Les cellules obtenues 
sont constitutes a >85 % de macrophages, les autres cellules etant principalement 
15 des lymphocytes. Apres centrifugation, les cellules sont remises en suspension avec 
du milieu RPMI et les globules rouges sont elimines par centrifugation sur Ficoll 
Paque (Research Grade). Les macrophages sont laves 3 fois avec HBSS et 
implantes dans des microplaques a 24 puits, a raison de 1 ml par puits contenant un 
total de 1*000*000 de cellules. Apres une heure d'incubation a 37° C, les 
20 macrophages sont adherents et les puits sont laves a 3 reprises avec 1 ml de HBSS 
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afin d'eliminer les cellules non-adherentes. Apres les lavages, 1 ml de RPMI est 
ajoute dans chacun des puits contenant les macrophages. 

Incubation avec les produits et dosage du TNF-a- : les macrophages alveolaires sont 
5 incubes a 37° C et 5 % de C0 2 avec du LPS d'E. coli (serotype OS: B5 t Difco, 
Detroit, U.S.A.) a 1 jig/ml additionne simuitanement des produits suivants aux 
concentrations de 10 jLig/ml : 

- temoin negatif : RPMI 

- compose monophosphoryle selon I'invention (OM-294-MP) 
10 - compose diphosphoryle selon Tinvention (OM-294-DP) 

Les surnageants des cultures sont recoltes apres 24 heures et analyses pour leur 
teneur en TNF-a (Kit BioSource Cytoscreen, Camarillo, CA, U.S.A.) avec une limite 
de detection a 1 pg/ml. 

15 

Resultats 

Le derive diphosphoryle inhibe de mani&re impcrtante !a production de TNF-a 
normalement induite par le LPS. Le derive monophosphoryle inhibe partiellement la 
production de TNF-a induite par le LPS. 
20 Les resultats sont presentes dans les Tab (a). 
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Tableau (a) Inhibition par POM-294-MP et OM-294-PP de la production de TNF-g 



induite sur des macrophages alveolaires humains par le LPS. 



Produit 


TNF-a [pg/ml] 


% d'inhibition 


KPMI (temom negatif) 


73 




LPS de E. coli seul (1 pg/ml) 
^emom posiuTj 


8170 


0 


OM-294-MP-1 (10|jg/ml) 
+ LPS de E. coli (1 pg/ml) 


4577 


44 


OM-294-MP-2 (10 pg/ml) 
+ LPS de E. coli (1 pg/ml) 


4789 


41 


OM-294-DP-1 (10 pg/ml) 
+ LPS de E. coli (1 pg/ml) 


1267 


84 


OM-294-DP-2 (10 pg/ml) 
+ LPS de E. coli (1 pg/ml) 


1280 


84 



6. Effet des produits OM-294-MP et OM-294-DP sur la maturation des cellules 
5 dendritiques humaines. 

La capacite des produits OM-294-MP et OM-294-DP a induire la maturation des 
cellules pre-dendritiques en cellules dendritiques a ete evaluee. Les parametres 
suivants sont mesures: incorporation du Dextran-FITC et expression des molecules 
de surface CD40, CD80, CD83 t CD86. 
10 Protocole 

Cellules : les cellules mononucleees du sang peripherique sont isolees des "huffy 
coats 1 * de 6 donneurs sains. Les donneurs n'ont subi aucun traitement avant le don 
du sang. 

Preparation des cellules : les monocytes purifies par adherence sont remis en 
15 suspension dans du milieu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, U.S.A.) 
contenant 10% de serum de veau foetal, du GM-CSF (10 ng/ml; IM-HGM1, 
Immungenex Corp, Los Angeles, CA, U.S.A.) et de l'IL-4 (10 ng/ml; No 204-IL, R&D 
System, Minneapolis, MN, USA) a raison de 1 x 10 6 cellules/ml et distribues dans 
des boTtes de Petri de 10 cm de diametre (P10, Falcon, Becton Dickinson, Plymouth, 
20 UK) (10 x 10 6 cellules par boite P10) pendant 6 jours (avec un changement de milieu 
apres 3 jours). Ces cellules sont appelees cellules predendritiques (DC-6). La 
maturation des cellules predendritiques en cellules dendritiques matures est realisee 
par incubation avec OM-294-MP, OM-294-DP ou LPS pendant 3 jours 
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supplementaires aux concentrations indiquees ci-apres sous Produits . Au jour 9 
(DC-9), les cellules sont recoltees pour analyser les differents parametres 
indicateurs de la maturation des cellules dendritiques: les molecules de surface 
CD40, CD80, CD83, CD86 ainsi que la capacite d'incorporer du Dextran-FITC sont 
5 evalues. Tous ces parametres sont analyses par FACS EPICS-XL-MCL (Coulter 
Immunology, Hialeah, Finlande). 

Lanzavecchia et a/., J. Exp. Med 179 (1994) 1109; Lanzavecchia et al % J. Exp. Med 
182(1995) 389. 

Evaluation des resultats : Texpression des molecules de surface est exprimee en % 
10 de la fluorescence moyenne des cellules stimulees par LPS (temoin positif) ; 
['incorporation du Dextran est calculee par rapport a celle des cellules maintenues 
dans le milieu et est exprimee en %. L'analyse statistique par le test t-student 
compare les valeurs obtenues dans les differents tests aux valeurs du temoin positif. 
Les valeurs de p<0.05 sont considerees comme significatives. 
15 Produits : les solutions meres de OM-294-DP et OM-294-MP sont preparees a 
1 mg/ml dans 0.9% NaCI/eau, additionnee de 0.1% triethylamine pour l'OM-294-MP. 
Les solutions sont incubees a 37°C pendant 20 min t agites vigoureusement pendant 
3 min puis dilues a 100 pg/ml dans du milieu de culture RPMI 1640 et utilises sort a 
10 Mg/ml (Fig. 3, 6, 7, 8) soit a des concentrations comprises entre 0.02 et 25 pg/ml 
20 (Fig. 4, 5) 

Produit de reference : lipopolysaccharide de E. coli (LPS, DIFCO, Detroit, Ml, 
U.S.A.), solution stock 5 mg/ml dans PBS. Une solution intermediate est preparee a 
100 pg/ml dans du milieu de culture RPMI 1640. Les concentrations testees sont soit 
de 10 pg/ml (Fig. 3, 6, 7, 8) soit des valeurs de 0.02 a 10 pg/ml (Fig. 4, 5) 

25 

Resultats 

Les cellules dendritiques immatures (DC-6) issues de la differenciation des 
monocytes, par I'effet conjugue de GM-CSF et d'IL-4, sont capables d'incorporer le 
Dextran-FITC. Au cours du processus de maturation, les cellules perdent la capacite 
30 d'incorporer le Dextran-FITC. Les analyses sont effectuees au stade de 
differenciation DC-9. 

Les resultats sont exprimes en % de Tincorporation du Dextran-FITC observee dans 
les cellules non stimulees (milieu) Fig. (3). Les cellules traitees avec du LPS ou 
OM-294-MP ne conservent respectivement que 10% et 19% de phagocytose, tandis 
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que les cellules stimulees par OM-294-DP gardent la totalite de leur capacite 
d'incorporer le Dextran (98 et 99%). Une courbe dose reponse indique que 
TOM-294-MP montre des capacites exceptionnelles a induire une differenciation des 
cellules DC-6 en DC-9 a des concentrations allant de 0.02 pg a plus de 25 pg par ml, 
5 voir Fig. (4) basses concentrations et Fig. (5) concentrations plus elevees. 

L'expression des molecules de surface costimulatrices est un autre critere de 
maturation des DC. ^expression des CD40, CD80, CD83, CD86 est testee. Les 
resultats sont exprimes en % de la moyenne de fluorescence par rapport a 
l'expression de ces marqueurs induite par le LPS. 
10 OM-294-MP augmente l'expression de toutes les molecules de surfaces analysees : 
CD40 (39%), CD80 (62%), CD83 (60%), CD86 (77%) voir Fig. (6, 7, 8, 9). 
OM-294-DP montre un effet similaire a celui du milieu de culture sur l'expression des 
marqueurs etudies. Cet effet ne depasse pas 20% de I'effet du LPS. 

15 

7. Effet des produits OM-294-MP et OM-294-DP sur la production de TNFa et 
d'IL-12 p70 par des monocytes et des cellules predendritiques au stade DC-6. 

Des cellules DC-6 (5 x 10 5 /500 pi de milieu) sont stimulees pendant 4h, 6h et 24h, 
soit par le LPS (10pg/ml) soit par i'OM-294-MP (10pg/ml) ou I'OM-294-DP 
20 (10pg/ml). 

Protocole 

Conditions experimentales in vitro : Les cellules mononucleees du sang peripherique 
sont isolees des "buffy coats" de 6 donneurs sains (les donneurs n'ont subi aucun 

25 traitement avant le don du sang). Les monocytes sont isoles sur un gradient de Ficoll 
puis purifies par adherence. Les monocytes adherents d'une maniere l^che sont 
ensuite recoltes et une partie des cellules gardees comme monocytes. Les 
monocytes purifies sont remis en suspension dans du milieu RPM1-1640 contenant 
10% de FCS, a raison de 1 x 10 6 cellules/ml et distribues dans des boites de Petri de 

30 10 cm de diametre (P10 - Falcon, Becton Dickinson, Plymouth, UK) a raison de 10 x 

6 

10 cellules/boite P10. Les cellules sont mises en culture dans le milieu RPMI 1640 
complet contenant du GM-CSF (10 ng/ml) et de TIL-4 (10 ng/ml) pendant 6 jours. Au 
jour 6, les cellules sont recoltees, lavees 3 fois avec HBSS et reparties dans une 
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plaque de 24-puits a raison de 5 x 10 5 cellules par puits dans 500 pi de milieu RPMI 
complet et stimulees avec LPS (10 pg/ml), OM-294-MP (10 pg/ml) ou OM-294-DP 
(10 pg/ml). Le TNFa ainsi que l'IL-12 p70 sont doses par ELISA dans les 
surnageants des cultures qui sont recueillis apres 4, 6 et 24 heures. 
5 Produits : les produits OM-294-MP et OM-294-DP (solution stock a 1 mg/ml dans de 
Peau sterile) sont incubes a 37°C pendant 20 min et agites vigoureusement pendant 
3 min puis dilues a 100 pg/ml et utilises a la concentration finale de 10 pg/ml dans du 
milieu de culture RPMI 1640. 

Produit de reference : lipopolysaccharide de E. coli (LPS, DIFCO, Detroit, Ml, 
10 U.S.A.), solution stock 5 mg/ml dans PBS, solution intermediate dans le milieu de 
culture : 100 pg/ml, utilise a la concentration finale de 10 pg/ml. 
Dosage du TNFa et de l'IL-12 p70 : Kit TNF-a Biosource KHC3012, lot PP003- 
J061703 (Biosource International, Camarillo, CA, U.S.A.). Protocole ELISA selon 
notice du kit du fournisseur. L'IL-12 p70 est dose dans les surnageants des cultures 
15 par ELISA en utilisant le kit pour IL-12 humaine (No D1200, lot 990 6232, R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA). 

Resultats 

TNF-g 

20 UOM-294-MP stimule la production de TNFa par les cellules DC-6 de fapon similaire 
a celle du LPS tant du point de vue de la cinetique de production que de la 
concentration de TNFa (Fig (10)). Le pic de TNFa est situe pour les deux produits 
entre 6 h et 24h. 

L'OM-294-DP ne stimule que marginalement la production de TNFa par les cellules 
25 DC-6. 

IL-12 p70 

D'une maniere generate, l'IL-12 est induite en presence d'lFN-y (LPS+lFN-y, 
OM-294-MP + IFN-y) dans les monocytes (Fig (12)) et les DC-6 (Fig (11)). La 
cytokine apparait plutot dans les DC que dans les monocytes. 

30 
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8, Evaluation des proprietes adjuvantes de OM-294-DP et OM-294-MP dans un 
modele d'immunisation des souris avec un peptide synthetique 
(Pb CS His 6 -242-310) de la region C-terminale de la proteine de surface du 
5 circumsporozoite de Plasmodium berghei. 

Protocole 

Antigene : le peptide Pb CS (HHHHHHGGMN NKNNNNDDSY IPSAEKILEF 
VKQIRDSITE EWSQCNVTCG SGIRVRKRKG SNKKAEDLTL EDIDTEI), denomme 

10 ci-apres His 6 -242-310, correspondant a ia sequence des acides amines 242 a 310 
de la proteine du circumsporozoite de Plasmodium berghei souche ANKA 
additionnee sur la partie N-terminale de 6 residus histidine, de 2 glycines et d ! une 
methionine est obtenu par synthese selon la methode de Merrifield et Atherton 
(Atherton et aL, Bioorg. Chem. 8 (1979) 350-351,). Le polypeptide est prepare sur 

15 resine p-alkoxybenzylalcool (resine de Wang) avec un degre de substitution de 0.4 
mmol/g. Un exces molaire de 10x des derives F-moc des acides amines est utilise 
avec une duree de couplage de 30 min. Le peptide est purifie par chromatographie 
d'exclusion de taille (Sephadex G25, Pharmacia, S), puis par chromatographie sur 
phase inverse (W-Porex 5 C-4, 250 x 10 mm, Phenomenex, Torrance, CA, U.S.A.) 

20 avec un gradient, en 40 min, allant d'un melange de 10 a 50% acetonitrile dans 0.1% 
acide trifluoroacetique/eau (v/v), debit 3 ml/min. La composition en acides amines du 
peptide purifie est determinee selon Knecht et Chang (Anal. Chem. 58 (1986) 2373- 
2379,) et le poids moleculaire est confirme par spectrometrie de masse sur Voyager- 
DE (Perseptive Biosystem, Framingham, MA, U.S.A.). La solution mere de Pantigene 

25 est preparee a 0.4 mg/ml dans 0.9% NaCI/eau a pH 8.0. 

Adjuvants : les solutions meres de OM-294-DP et OM-294-MP sont preparees a 
1 mg/ml dans 0.9% NaCI/eau, additionnee de 0.1% triethylamine pour l'OM-294-MP. 
Le temoin positif est constitue par Tadjuvant incomplet de Freund (IFA de Difco, 
Detroit, Ml, U.S.A.) et le temoin negatif est une solution de 0.9% NaCI. 

30 Melange antiqene-adiuvant : un volume d'antigene et un volume d'adjuvant sont 
melanges 3 min par Vortex. 

Immunisation : des souris femelles BALB/c agees de 6 semaines (6 souris par 
groupe) sont immunisees a trois reprises, par injection sous-cutanee a la base de la 
queue de 0.1 ml des melanges suivants: 
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groupe 


adjuvant 


antigene 


nombre de souris 




0.05 mg/injection 


0.02 mg/injection 




1 


— 


Pb CS His 6 -242-310 


6 


2 


I FA 


Pb CS His 6 -242-310 


6 


3 


OM-294-MP 


Pb CS His 6 -242-310 


6 


4 


OM-294-DP 


Pb CS His 6 -242-310 


6 


5 


OM-294-MP 




6 


6 


OM-294-DP 




6 



Schema d'immunisation et des prelevements : 



Semaines 


0 


3 


4 


7 


9 


Immunisations 


T 


t 




T 




Reponse anticorps specifiques 


t 


t 




t 


t 


Reponse CTL 






t 




t 



Prelevements du sang et des orqanes lymphoides : 



Obtention du serum: des prelevements de sang sont effectues aux temps 0 r 3, 7 et 9 
5 semaines. Le sang est laisse reposer 60 min a 37°C, puis place pendant une nuit a 
4°C. Le serum est ensuite congele a -80°C jusqu'au dosage des anticorps. 
Prelevement des ganglions inguinaux et de la rate : quelques animaux de chaque 
groupe sont sacrifies apres 4 ou respectivement 9 semaines. Les ganglions 
inguinaux et la rate sont preleves chirurgicaiement 

10 Determination du titre d'anticorps anti-Pb CS His g 242-310: 

Le dosage du titre d'anticorps dirige specifiquement contre Tantigene Pb CS Hiss 
242-310 est realise par ELISA. La fixation de Pantigene est effectuee en microplaque 
a 96 puits (Maxisorp F 96, Nunc, DK) par incubation pendant une nuit en chambre 
humide a 4°C avec dans chaque puits 0.1 ml de PBS (phosphate buffered saline) 

15 contenant 0.001 mg/ml d'antigene Pb CS His 6 -242-310. La saturation de la 
microplaque est effectuee avec du PBS contenant 1 % d'albumine serique bovine 
(BSA f Fluka, CH). Les plaques sont lavees avec du PBS contenant 0.05% de Tween 
20 (Sigma t Saint-Louis, MO, U.S.A.). Les serums preleves aux temps 0, 3, 7 et 9 
semaines sont dilues en serie avec le tampon de dilution (PBS contenant 2.5% de 

20 fait en poudre degraisse et 0.05% de Tween 20), puis transferes dans la microplaque 
et laisses 1 ha temperature ambiante (TA). Les plaques sont ensuite lavees avec du 
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PBS, la solution de dilution contenant I'anticorps polyclonal antMmmunoglobuline de 
souris conjugue a la phosphatase alcaline (Sigma, Saint-Louis, MO, U.S.A.) est 
ajoutee aux plaques et incubee 1 h a TA. Les plaques sont lavees avec du PBS et 
les anticorps specifiques mis en evidence par reaction colorimetrique avec le 
5 substrat de la phosphatase alcaline, le p-nitrophenylphosphate (Sigma, Saint-Louis, 
MO, U.S.A.). L'absorbance a 405 nm est mesuree avec un lecteur de microplaque 
(Dynatech 25000 ELISA reader, Ashford, Middlesex, UK), chaque serum est 
determine en duplicat Les resultats presentes sont la moyenne des valeurs 
obtenues pour les souris de chaque groupe. Le titre d'anticorps est determine par la 
10 derniere dilution induisant une reponse positive significative, c'est-a-dire avec une 
valeur de densite optique superieure a la valeur du bruit de fond additionnee de 3 
ecart-types. 
Dosages ELISPOT : 

Les anticorps specifiques anti-interferon-y de souris (O1E703B2) sont fixes par 

15 incubation pendant une nuit a 4 °C en chambre humide, d'une solution d'anticorps a 
50 pg/ml dans une microplaque ELISPOT dont le fond des puits est couvert de 
nitrocellulose (Millipore, Molsheim, F),. L'etape de saturation est effectuee par ajout 
de DMEM (Life Technologies, Grand Island, NY, U.S.A.) contenant 10% de serum 
de veau foetal (FCS, Fakola, CH) pendant 2 heures a 37°C. Les cellules obtenues a 

20 partir des organes lymphoides (ganglions inguinaux et rate) sont mises en culture 
dans les microplaques a 200*000 cellules par puits, puis co-cultivees pendant 24h a 
37°C avec 100*000 cellules P815 pulsees ou non avec le peptide court Pb CS 245- 
252. Apres Pincubation, les cellules sont eliminees et apres lavage, un second 
anticorps anti-IFN-y de souris biotinyle (ANI, 2 pg/ml dans PBS avec 1% BSA) est 

25 ajoute pendant 2 h. La streptavidine conjuguee a la phosphatase alcaline 
(Boehringer Mannheim, Mannheim, RFA) est ajoutee et incubee 1 h a 37°C, 3 
lavages sont effectues avec du PBS contenant 0.05% de Tween 20, suivi par 3 
lavages avec du PBS. La presence des complexes immuns anti-IFN-y est mise en 
evidence par I'ajout du substrat BCIP/NBT (Sigma, St-Louis, MO, U.S.A.). La 

30 reaction est arretee par lavage a Peau courante. Les spots positifs a PIFN-y sont alors 
comptes au microscope binoculaire. Les spots specifiques correspondent a la 
difference entre le nombre de spots comptes en presence des cellules pulsees avec 
le peptide et le nombre de spots comptes en ('absence de peptide. Les resultats 
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represented sont la moyenne des vaieurs obtenues pour les souris de chaque 
groupe. lis sont exprimes en nombre de spots par million de cellules mises en 
culture. 

5 Resultats 

Reponse anticorps : la production specifique des anticorps anti-Pb CS 
His 6 -242-310, determinee par ELISA est presentee graphiquement pour les souris 
ayant regu une, deux et trois immunisations. Le controle effectue avec une seule 
injection de Pantigene seul donne un titre d'anticorps tres faible. Le titre d'anticorps 

10 atteint avec une seule injection de I'antigene melange avec TOM-294-MP ou 
respectivement I'OM-294-DP est deja pratiquement aussi eleve qu'avec ('adjuvant de 
Freund incomplet (IFA) melange au meme antigene (Fig. (13)). Apres deux 
injections, les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP sont capables d'eliciter une 
reponse serologique respectivement superieure ou egale a celle de PIFA (Fig (14)). 

15 Apres trois injections les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP sont capables 
d'eliciter une reponse serologique superieure a celle de I'lFA (Fig. (15)). 
Fig. (13) ELISA, effectue 3 semaines apres la premiere immunisation. 
Fig. (14) ELISA, effectue 4 semaines apres la deuxieme immunisation. 
Fig. (15) ELISA, effectue 2 semaines apres la troisieme immunisation. 

20 Fig. (16) Titre d'anticorps avant et apres une, deux et trois immunisations. 

Les titres d'anticorps des animaux de chaque groupe avant ('immunisation et apres 
une, deux et trois immunisations sont presentes en tant que moyenne (Fig. (16)). 
Reponse CTL : la reconnaissance de Pepitope T Pb CS 245-252 present dans le 
peptide Pb CS His 6 -242-310 ayant servi a I'immunisation est bien mise en evidence 

25 par le test de PELISPOT. La reponse des lymphocytes T provenant des animaux 
immunises (ganglions inguinaux et rate, preleves une semaine apres la deuxieme 
injection et respectivement deux semaines apres la troisieme injection) est mise en 
evidence par une augmentation du nombre de spots positifs pour Pinterferon y (IFN-y 
). Les resultats presentes dans les Fig (17, 18, 19, 20) sont les moyennes des 

30 vaieurs obtenues a chaque dilution et pour les souris de chaque groupe. lis sont 
exprimes en nombre de spots par million de cellules mises en culture. 
Les deux adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP augmentent de fa?on tres 
significative la reponse CTL des lymphocytes provenant de la rate et des ganglions 
inguinaux. Les reponses de la rate sont superieures a celles des ganglions 
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inguinaux. Les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP induisent une activite CTL 
nettement superieure a celle de FIFA. 



9. Mise en evidence de 1'association non-covalente OM-294 - antigene par 
5 electrophorese capillaire. 

L'electrophorese capillaire est utilisee dans cet exemple pour mettre en evidence 

une association non-covaiente entre l'OM-294-DP et le peptide Pb CS His 6 -242-310 

lors de ia formulation de la preparation vaccinale. 

Protocole 
10 Methode d'anaiyse : 

tampon 20 mM borate de sodium (tetraborate de di-sodium decahydrate, Merck 

N° 6306) pH ajuste a 7.4 avec NaOH 1N (Fluka N° 72072) 

Capillaire de zone (non greffe), longueur 30 cm, diametre 50 pm. 

Detection a 200 nm sur appareil Beckman PACE MDQ (Beckman , Brea, CA, 
15 U.S.A.). 

Conditions de separation 



Temps 
[min.] 


Action 


Pression 


Solvant 


0.00 


Lavage capillaire 


20.0 psi 


H 2 0 


3.00 


Lavage capillaire 


20.0 psi 


NaOH 1N 


6.00 


Injection de I'echantillon 


0.5 psi 


Tampon borate 


6.08 


Separation 


30.0 KV 


Tampon borate 



Antigenes : Peptide synthetique Pb CS His 6 -242-310 a 1 mg/ml dans H 2 0 
Adjuvant : OM-294-DP a 1 mg/ml dans H 2 0 
20 Melange antigene - adjuvant : 250 pg/ml + 250 pg/ml 
Resultats 

L'association antigene - adjuvant de cette formulation d'une preparation vaccinale 
est mise en evidence sur relectropherogramme par la disparition du pic de I'adjuvant 
et le deplacement du pic de Pantigene au profit d'un nouveau pic specifique de 
25 Tassociation (Fig (21)). 
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10. Traitement d'une carcinomatose p htoneale induite par I'iniection de 
cellules de la lignee tumorale syngenigue PROb chez le rat BDIX. 

L'objectif de cette experience est de mettre en evidence un effet antitumors! de 
l'OM-294-DP administre par voie parenteral i.v. repetee aux rats porteurs de 
5 tumeurs macroscopique de quelques mm. 
Protocole 

Les animaux : ia souche de rats BDIX consanguins a ete etablie en 1937 par H. 
Druckrey. Un couple de rats provenant du Max Planck Institut de Fribourg (RFA) est 
a I'origine de la colonie maintenue depuis 1971 dans Tanimalerie du laboratoire par 

10 le systeme de la lignee unique. Selon ce systeme, a chaque generation, un seul 
couple frere-soeur est choisi pour donner les descendants de la generation suivante, 
Les rats utilises pour ce travail vient du Centre d'Elevage des Animaux de 
Laboratoire d'lffa-Credo (I'Arbresle, F) a qui le laboratoire a confie I'elevage de la 
souche. Les rats utilises sont des males ages de 3 mois ± 1 semaine. 

15 Induction des tumeurs par injection des cellules PROb : 

Origine des cellules PROb : une greffe d'un fragment d'un carcinome colique induit 
chez un rat BDIX consanguin par ia 1,2-dimethylhydrazine est a I'origine de la lignee 
cellulaire DHD/K12. Cette lignee de cellules adherentes a ete subdivisee en deux 
sous-lignees en fonction de la sensibilize des cellules a la trypsine, et ont ete 

20 appelees DHD/K12-TR les cellules se detachant difficilement. Les cellules DHD/K12- 
TR injectees a des rats BDIX syngeniques induisent des tumeurs progressives. Cette 
lignee est donee, seul le clone DHD/K12-TRb designe ulterieurement PROb est 
utilise pour ce travail. 

Conditions de culture : les cellules PROb, adherentes, sont cultivees en flacons de 
25 culture fermes (Falcon, Becton Dickinson, New-Jersey, USA), a 37°C dans du milieu 
complet compose de milieu F10 de Ham (Bio-Whittaker, Walkersville, USA) auquel 
sont ajoutes 10% de serum de veau foetal (FCS, Anval, Betton, F). Ce milieu de 
culture est change tous les 3 jours. A confluence, les cellules sont detachees de leur 
support par 2 ml d'une solution EDTA/trypsine en 3 a 5 min, ceci apres 3 ringages de 
30 2 ml de la meme solution pendant 2 a 3 min; les cellules sont reprises par du milieu 
complet, le FCS bloquant Taction de la trypsine. L'absence de contamination des 
cellules par des mycopiasmes et bacteries est verifiee reguiierement par coloration 
de TADN avec le fluorochrome Hoechst 33258 (Aldrich Chimie, Steinheim, RFA). 
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Induction de la carcinomatose peritoneale : les cellules PROb sont detachees de leur 
support comme indique au paragraphe "conditions de culture" et sont comptees 
dans une solution de bleu trypan, colorant qui permet d'apprecier la viabilite 
celluiaire. Les cellules sont mises en suspension dans du milieu F10 de Ham. Les 
5 carcinomatoses peritoneales sont induites par injection intraperitoneaie (i.p.) de 10 6 
cellules PROb viables a un rat BDIX syngenique anesthesie a Tether. Le jour JO 
correspond au jour d'injection des cellules tumorales. Dans ces conditions, tous les 
rats developpent une carcinomatose peritoneale avec production d'ascite 
hemorragique et meurent entre la 6eme et la 12eme semaine apres I'injection des 
10 cellules. 

Traitement des carcinomatoses peritoneales : le traitement commence 13 jours 
apres I'injection des cellules tumorales lorsque les carcinomatoses sont constitutes 
de nodules de quelques mm de diametre. II consiste en 10 injections i.v. 
d'OM-294-DP a la dose de 1 mg/kg et a la concentration de 0.6 mg/ml dissous dans 
15 du NaCI 0.9%. Les injections sont faites 3 fois par semaine (lundi, mercredi et 
vendredi) dans la veine du penis. Le groupe temoin est traite avec le vehicule seul 
NaCI 0.9%. 

Evaluation de refficacite du traitement : a J42, 6 semaines apres I'injection des 
cellules tumorales, les rats sont sacrifies et autopsies, les carcinomatoses sont 

20 evaluees en aveugle. II n'est pas possible de mesurer le volume d'une 
carcinomatose, par centre il est possible de classer les carcinomatoses en 
differentes categories. Cinq classes sont definies en fonction du nombre et du 
diametre des nodules: 
Classe 0 : aucun nodule n'est visible 

25 Classe 1 : des nodules de 0,1 a 0,2 cm de diametre peuvent etre denornbres 

Classe 2 : de nombreux nodules de 0,1 a 0,5 cm qui ne peuvent plus etre comptes 
Classe 3 : les nodules, dont certains atteignent un cm de diametre, envahissent la 
cavite peritoneale 

Classe 4 : la cavite est entierement envahie par des masses tumorales de plusieurs 
30 cm. 

Evolution du volume de I'ascite et du poids des animaux : le volume d'ascite est 
mesure par double pesee des rats. Un groupe de rats temoins, n'ayant eu aucun 
traitement mais des injections de NaCI 0.9%, permet d'apprecier revolution normale 
de ia carcinomatose et d'evaluer I'effet du traitement. 
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Determination de I'efficacite du traitement : la duree de vie des rats des groupes 
traites est comparee a celle du groupe temoin; le volume des carcinomatoses et des 
ascites des rats des groupes traites sont compares a ceux des rats du groupe 
temoin. 

5 Etude statistioue : La signification statistique de I'effet de Pimmunotherapie est 
determinee par un test de Kruskal-Wallis pour la classification des carcinomatoses, 
un test d'analyse de variance pour le volume d'ascite, un test de log rank pour les 
survies. 
Resultats 

10 Carcinomatoses : l'OM-294-DP montre une activite antitumorale remarquable dans 
ce modele. Cette activite est plus particulierement mise en evidence par le nombre 
d'animaux sans tumeurs (classe 0) et la difference avec le temoin NaCI est 
significative (p<0;05) pour le volume tumoral. L'impact du traitement avec 
OM-294-DP sur le volume d'ascite est aussi signiftcatif (p<0;05). 

15 Tab (a) Classe des carcinomatoses et volume d'ascite 



Traitement 


Nombre de rats presentant 
des carcinomatoses de classe 


Effet du 
produit 

n 


Volume d'ascite ml/rat 


Effet du 
produit 

D 




















0 


1 


2 


3 


4 




limites 


moyenne ± a 




NaCI (1) 


1 


0 


1 


0 


7 




0-84 


38 ±29 




OM-294-DP <2) 


4 


1 


2 


1 


2 


p<0.05 


0-73 


8 ±23 


p<0.05 



(*) : test de Kruskall Wallis; (**) : analyse de variance. 



.8 des 10 rats sont morts de leur cancer avant le sacrifice, 1 a J34 presentait des 
nodules et un ictere mais la classe n'a pu etre determinee (cannibalisme), 1 a J37 
(classe 4), 2 a J38 (classe 4), 1 a J39 (classe 4), 2 a J40 (classe 4) et 1 a J41 
20 (classe 4). Le rat de classe 0 presentait a I'autopsie une tumeur sous cutanee, il est 
probable que I'injection des cellules cancereuses ait ete manquee. 

(2) : 1 rat est mort a J14 lors de la 1 ere injection du traitement, il ne presentait pas de 
carcinomatose. L'un des rats sacrifies de classe 0 comportait une tumeur sous 
25 cutanee (injection des cellules cancereuse manquee). 
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Survie : 

Les animaux sont sacrifies a J42. La survie determinee au 42* me jour apres injection 
des cellules tumorales, 90% des animaux traites avec OM-294-DP ont survecu, alors 
que dans le groupe non traite seul 20 % des animaux sont encore en vie. 
5 UOM-294-DP prolonge de fagon significative la survie des rats (p<0.001). 
Poids : 

L'OM-294-DP n'a pas d'effet significatif sur revolution du poids par rapport aux 
animaux ayant re?u le NaCI seul comme I'indique les valeurs du Tab (b). 
Tab (b) evolution des poids des rats (movennes ± ecart-tvpe) 



Jours 


NaCI 


OM-294 DP 


0 


314 ±19 


277 ±19 


13 


337 ±18 


310 ±21 


20 


342 ± 20 


304 ± 23 


29 


361 ± 23 


317 ± 24 


41 


314 ± 38 


327 ± 26 



10 

11, Evaluation des proprietes de ['adjuvant OM-294-DP dans un modele 
d'immunisation chez la souris par voie nasale avec la sous-unite B de I' urease 
de Helicobacter pylori 

15 II est demontre que des souris peuvent etre protegees d'une infection par 
Helicobacter pylori en les immunisant par voie orale ou nasale avec la sous-unite B 
de I'urease d' Helicobacter pylori (UreB) en presence de ('adjuvant cholera toxin (CT) 
Corthesy-Teulaz I. et al, Gastroenterology 109 (1995) 115.; Michetti P. et al f 
Gastroenterology 116 (1999) 804 ; Saldinger P.F. et al, Gastroenterology 115 (1998) 

20 891. Cette reponse humorale anti-UreB mesuree dans le serum des souris 
immunisees est principalement de type lgG1 (reponse Th2). L'effet adjuvant de 
TOM-294-DP est evalue chez des souris BALB/c (n=6) immunisees 4 fois a une 
semaine d'intervalle par voie nasale avec la sous-unite B de I'urease de Helicobacter 
pylori recombinante (UreB) en presence de Tadjuvant OM-294-DP. Des souris 

25 BALB/c temoins sont immunisees avec Tadjuvant OM-294-DP seul. Deux semaines 
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apres la derniere immunisation, du sang de chaque souris est preleve et le dosage 
par ELISA d'immunoglobuiines anti-UreB dans le serum (IgG totaux, lgG1 et igG2a) 
est effectue. 
Protocole 

5 Animaux : Souris BALB/c/Ola/HsD (Harland, Horst, Hollande) : 24 souris 

Antigene : HpUreB 1-569, exprimee comme proteine recombinante dans E. coli 
(souche M15, Qiagen, Hilden, D) selon le protocole precedemment decrit (Michetti et 
al, Gastroenterology 107 (1994) 1002). 
Adjuvant : OM-294-DP (solution stock a 2.2 mg/ml) 

10 

Protocole d' immunisation : 

Quatre groupes de 6 souris ont ete constitues : 

Groupe A : 6 souris BALB/c sont immunisees 4 fois par voie nasale avec 25 pg 
OM-294-DP seul (25 pi par dose) une fois par semaine durant 4 semaines 
15 consecutives. 

Groupe B : 6 souris BALB/c sont immunisees 4 fois par voie nasale avec 50 pg UreB 
1-569 + 25 pg OM-294-DP (25 pi par dose) une fois par semaine durant 4 semaines 
consecutives. 

Deux semaines apres la derniere immunisation nasale, du sang de chaque souris 
20 des groupes A et B est preleve par la queue. 

Dosage des IgG dans le serum : 

Tampon de coating (pH 9.6^ : pour 1 litre, Na2CC>3 (15 mM , 1.59 g), NaHC03 (34.8 

mM, 2.93 g), Thimerosal (0.01%); Tampon PBS-Tween pH 7.4 : pour 1 litre, NaCI 

25 (137 mM, 8.0 g), KH2PO4 (1.5 mM, 0.2 g), Na2HP0 4 (8.0 mM, 1.15 g), KCI (2.7 mM, 

0.2 g), Tween 20 (0.1%, 1 ml); Tampon citrate/phosphate pH 5.0 : pour 1 litre, acide 

citrique (44.4 mM, 9.32 g), Na2HPQ4 (103 mM, 14.6 g); Solution substrat (O-phenvl 

diamine = OPD) 1 0 x cone : OPD (10 mg/ml dans tampon citrate); Solution d'azidure 
de sodium : 1%; Solution stop : 0.01% d'azidure de sodium dans du tampon 
30 citrate/phosphate 0.1 M pH 5.0 
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Methode : une solution d'antigene (UreB 1-569 du 26.05.1999, solution stock 0.5 
mg/ml) est preparee a la concentration de 5 pg/ml dans le tampon de coating pH 9.6 
(pour 50 ml de tampon, 500 pi de la solution d'UreB). On pipete 100 pi par puits 
dans 3 plaques a 96 puits a fonds ronds (0.5 pg d'UreB par puit). On laisse incuber 
5 les plaques 2 heures a 37° C. On elimine le surnageant des plaques. On sature les 
puits en ajoutant 100 pi d'une solution de PBS-Tween 0.1% + 5% lait en poudre par 
puit. Incuber les plaques pendant 30 minutes a 37° C. On §limine la solution de 
saturation et laver 3 fois les puits avec 100 pi de PBS-Tween. On elimine le 
surnageant. On prepare une dilution de 1 :200 de chaque serum de souris a tester 

10 dans tampon PBS-Tween 0.1 % (5 pi de serum dans 1 ml de tampon PBS-Tween). 
Les sera (100 pi) sont repartis en dupliques dans les 3 plaques (1 plaque pour 
detecter les IgG totaux, 1 plaque pour detecter les lgG1 et 1 plaque pour detecter les 
lgG2a). On incube toute la nuit a 4° C. On lave les puits 3 fois avec 100 pi de PBS- 
Tween. On prepare une dilution 1 :500 des solutions d'anticorps anti-IgG totaux 

15 couple a la biotine (Amersham, Cat # RPN 1177), anticorps anti-lgG1 (Amersham 
Cat #RPN 1180) et anticorps anti-lgG2a (Pharmingen Cat #02012D) dans le 
tampon PBS-Tween. On ajoute 100 pi de la solution d'anticorps anti-IgG totaux dans 
la plaque n°1, 100 pl de la solution d'anticorps anti-lgG1 dans la plaque n°2 et 100 pi 
de la solution d'anticorps anti-lgG2a dans la plaque n°3. On incube 1 heure a 37° C, 

20 Laver les puits 3 fois avec PBS-Tween. On prepare une dilution 1 :1000 de 
streptavidine-HRP (Dako, Cat # p0397) dans le tampon PBS-Tween et on ajoute 
100 pi par puit. Incuber 30 minutes a 37° C. On lave les puits 3 fois avec 100 pl de 
tampon PBS-Tween. On prepare la solution de substrat en diluant 1 : 10 la solution 
de OPD (10X) dans le tampon citrate/phosphate 0.1 M. On ajoute 1 pl par ml de H 2 0 2 

25 dans la solution d'OPD diluee. On ajoute 50 pl de la solution de substrat dans 
chaque puits. On attend 10-20 minutes que la coloration se developpe. Stopper la 
reaction en ajoutant 50 pl de tampon stop. L'absorbance est lue a 492 nm (avec 620 
nm de reference de lecture) en utilisant le temoin negatif comme zero. 
Satistiaues Les resultats sont presentes comme moyenne ± SD (n=6). Les valeurs 

30 de p sont calculees par test de Student. Les valeurs de p < 0.05 sont considerees 
comme significatives. 
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R sultats 

Les souris immunisees par voie nasale avec UreB 1-569+OM-294-DP developpent 
une immunite humorale anti-UreB : presence d'anticorps lgG1 anti-UreB 1-569 dans 
le sang. 

5 La presence d'anticorps specifiques contre I'UreB de Hp dans le serum des souris 
est mesure par ELISA. L'UreB (0.5 pg/ puit) a ete deposee dans des plaques a 96 a 
fonds ronds dans du tampon carbonate pH 9.6. Les anticorps specifiques sent 
detectes a I'aide d'anticorps de lapin anti-IgG totaux, lgG1 et igG2a. Les resultats 
sont donnes en densite optique (OD) mesures a 492 nm. Les valeurs d'OD 3 fois 

10 superieures aux valeurs mesurees dans le serum des souris naTves sont 
considerees comme positives. Aucun anticorps anti-UreB n'est detecte dans le 
serum des souris immunisees par OM-294-DP seul. Les souris immunisees par 
UreB+OM-294-DP developpent egalement des anticorps IgG totaux anti-UreB 
(OD = 0.274 ± 0.130 t p<0.05) et lgG1 anti-UreB (OD = 0.212 ± 0.128, p<0.05), mais 

15 ne developpent pas d'anticorps lgG2a anti-UreB (OD = 0.008 ± 0.005, ns). 

Des souris BALB/c immunisees par voie nasale avec la sous-unite B de Purease de 
Helicobacter pylori (UreB) + OM-294-DP developpent, une reponse humorale 
anti-UreB majoritairement de type lgG1. OM-294-DP peut done agir comme adjuvant 
20 par voie nasale et aider a developper une immunite humorale de type Th2. 



12. OM-294-MP et OM-294-DP combines avec I'antigene H1N1 : determination 
d'anticorps specifiques qeneres chez la souris apres 1 ou 2 administrations 
25 par voie sous-cutanee. 
Protocole 

Le but de cette etude est de montrer Teffet adjuvant de OM-294-MP et OM-294-DP 
pour Tantigene grippal H1N1 (haemagglutinine A/Beijing 262/95, Solvay Duphar, 
Weesp, NL). Pour cela 60 souris BALB/c (femelles, 8 semaines d'age au debut du 
30 traitement) sont reparties dans les 6 groupes suivants : 
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GROUPES 


ANTIGENE 
Final : 2.5 h9 par 
animal/injection 


ADJUVANTS 
Final : 50 \ig par 
animal/injection 


NaCI (0.9%) 


VOLUME 
INJECTE 


A: NaCI 


- 


- 


150 nl 


150 pi 


B.H1N1 


H1N1 (100 nl) 




50 ni 


150^1 


C: H1N1 +OM-294-MP 


H1N1 (100 


OM-294-MP (50 hO 




150 nl 


D: H1N1 +OM-294-DP 


H1N1 (100 nl) 


OM-294-DP (50 fil) 




150 Hi 


E: OM-294-MP 




OM-294-MP (50 pi) 


100 hI 


150 hI 


F: OM-294-DP 




OM-294-DP (50 pi) 


100 fil 


150 Hi 



Antigene : la solution mere de H1N1 est preparee a la concentration de 25 fig/ml 
dans 0.9% NaCI. 

Adjuvants : les solutions meres de OM-294-DP et OM-294-MP sont preparees a 
5 1 mg/ml dans I'eau pour injection, additionnee de 0.1% triethanolamine pour 
TOM-294-MP. Le temoin negatif est constitue d'une solution de 0.9% NaCI sans 
antigene. 

Melange antigene-adiuvant : les adjuvants sont places 20 minutes a 37°C avant 
d'etre vortexes pendant 3 minutes. Puis I'antigene et le NaCI (0.9%) sont ajoutes 

10 comme indique dans le tableau ci-dessus, et le melange antigene/adjuvant est 
vortexe brievement avant d'etre mis sur un agitateur rotatif pendant 15 minutes a 
temperature ambiante, puis le tout est vortexe pendant 3 minutes 
Immunisations : les injections ont lieu aux jours 0 et 14. Les melanges indiques dans 
le tableau precedent sont administres par voie sous-cutanee (75 yd par flanc, au total 

15 150 fil par animal). Les prises de sang ont lieu aux jours 14 et 28 (ponction orbitale). 
Dosage des immunoqlobulines anti-H1N1 : les immunoglobulines seriques 
specifiques pour H1N1 suivantes sont determinees en duplicats par ELISA : lgG1, 
lgG2a, et IgM . En bref, des plaques micropuits (NUNC Immunoplate, Roskilde, DK) 
sont incubees (coating overnight) a 4°C avec 100 \x\ de H1N1 (0.5 ng) dans un 

20 tampon bicarbonate (pH 9.6). Apres lavage avec 0.5% Tween-20 (Merck, 
Hohenbrunn, D), les serums sont dilues 50 t 200 et 800 fois (solution de dilution: 
phosphate buffered saline (PBS) + 1 % d'albumine serique bovine (BSA, Sigma, St. 
Louis, Mo, U.S.A.) + 0.02% Tween-20)). 100 pi de chacun des serums dilues sont 
ajoutes aux puits. Cette incubation dure 45 minutes a 37°C. 
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Apres un second lavage, les IgGl, lgG2a et IgM specifiques pour H1N1 sont 
incubees 30 minutes a 37°C avec 100 des anticorps (rat anti-souris) anti-lgG1 
conjugues a la peroxydase (Serotec, Oxford, UK,) , !gG2a conjugues a la 
peroxydase (Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A.) et IgM conjugues a la biotine 
5 (Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A.), au prealable dilues dans le tampon 
PBS/BSA/Tween (dilutions : 250, 1000, et 500 fois respectivement). Pour les IgM, 
apres un lavage supplemental, une 3* me incubation est necessaire (30 min a 37°C) 
avec une solution 1/100 de streptavidine conjuguee a la peroxidase (Dako, 
Glostrup, DK). 

10 Apres lavage, 100 jal d'une solution de phenylene 1,2-diamine (OPD, Merck, 
Darmstad, RFA) sont ajoutes pour detecter la peroxydase conjuguees aux anticorps 
secondaires anti-IgG1 et anti-lgG2a (tandis que pour les IgM, le reactif utilise est le 
3\3\5\5'-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma, St. Louis, Mo, U.S.A.). Apres une 
incubation de 20 minutes a temperature ambiante, la reaction est stoppee par I'ajout 

15 de 100 |al de 2N H 2 S0 4 . Les absorbances sont mesurees a 490 nm avec un lecteur 
de plaques Bio Rad 3550. 
Resultats 

Les resultats de chaque mesure a 490 nm sont exprimes en Unites Arbitraires (U.A) 
par ml. Ceci est possible par comparaison de chaque echantillon avec une reference 
20 preparee a partir de dilutions d'un poo! d'echantillons a 28 jours provenants du 
groupe B (animaux injectes avec H1N1 seul). Par definition le pool d'echantillons 
dilue 50 fois est a la concentration de 1000 U.A./ml. Les resultats individuels sont 
ensuite corriges selon le facteur de dilution correspondant (50, 200, ou 800 fois). On 
ne rapporte ici que la moyenne de chaque groupe et la deviation standard (SD). 

25 
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Tab a) Immunoglobulins specifiques contre H1N1 de la sous-classe lqG1 (Unites 
arbitraires/ml ± SD. ** P<0.01 (tests Anova + Dunnetts (two sided)). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


3±5 


0±0 


B:H1N1 


11161 ±5755 


53950 ± 23403 


C : H1N1 + OM-294-MP 


3441 1**± 13719 


228467** ± 109123 


D : H1N1 +OM-294-DP 


30101**119061 


382325** ±201314 


E : OM-294-MP 


69 ±34 


59 ±31 


F: OM-294-DP 


59 ±21 


38 ±25 



Tab b) Immunoglobuiines specifiques contre H1N1 de la sous-classe lqG2a (Unites 
5 arbitraires/ml ± SD. ** P<0.01 (tests Anova + Dunnetts test (two sided)). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


0±0 


0±0 


B: H1N1 


26883 ± 20779 


50352 ± 30846 


C: H1N1 +OM-294-MP 


179344** ± 139781 


1622722** ±986195 


D: H1N1 + OM-294-DP 


103630 ±96257 


681441 ± 1072710 


E : OM-294-MP 


1619 ±743 


1767 ± 1034 


F: OM-294-DP 


452 ± 584 


782 ± 857 



Tab c) Immunoglobuiines specifiques contre H1N1 de la sous-classe IqM (Unites 
arbitraires/ml ± SD, * P<0.05 et **P<0.01 (Anova + Dunnetts test (two sided)). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


22102 ± 5862 


21531 ±3693 


B: H1N1 


37787 ± 15001 


57306 ± 26886 


C:H1N1 +OM-294-MP 


67936** ± 21334 


95108 ±38669 


D: H1N1 +OM-294-DP 


598100* ± 18324 


92920 ± 26971 


E : OM-294-MP 


19065 ±4069 


18018 ±4016 


F: OM-294-DP 


20756 ±7160 


20944 ± 9065 



10 Ces resultats indiquent que les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP sont actifs 
dans le modele etudie, puisqu'ils augmentent souvent de fapon significative apres 
une ou deux injections (voir figures 22, 23, 24) les anticorps specifiques anti-H1N1 
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produits par la souris, ceci quelque soit la sous-classe d'immunoglobuline analysee 
(lgG1,IgG2a, et IgM). 

13. OM-294-MP et OM-294-DP combines avec i'antigene ovalbumine : 
5 determination d'anticorps specifiques generes chez la souris apres 1 ou 2 
administrations par voie sous-cutanee. 
Protocole 

Le but de cette etude est de montrer I'effet adjuvant de OM-294-MP et OM-294-DP 
pour I'antigene ovalbumine (Fluka Chemie, Buchs, CH). Pour cela 50 souris BALB/c 
10 (feme lies, 8 semaines d'age au debut du traitement) sont reparties dans les 5 
groupes suivants : 



GROUPES 


ANTIGENE 
Final : 50 (ig par 
animal/injection 


ADJUVANTS 
Final : 50 ng par 
animal/injection 


NaCI 


VOLUME 
INJECTE 


A: NaCI 






150 nl 


150 fd 


B: Ova 


Ova (100 




50 nl 


150 nl 


C: Ova + OM-294-MP 


Ova (100 nl) 


OM-294-MP (50 nl) 




150 jil 


D: Ova + OM-294-DP 


Ova (100^1) 


OM-294-DP (50 nl) 




150 p.l 


E: OM-294-MP 




OM-294-MP (50 nl) 


100^1 


150^1 



Antigene : la solution mere d'ovalbumine est preparee a la concentration de 0.5 
1 5 mg/ml dans 0.9% NaCI. 

Adjuvants : les solutions meres de OM-294-DP et OM-294-MP sont preparees a 
1 mg/ml dans de Peau pour injection, additionnee de 0.1% triethanolamine pour 
TOM-294-MP. Le temoin negatif est constitue d'une solution de 0.9% NaCI sans 
antigene. 

20 Melange antigene-adiuvant : les adjuvants sont places 20 minutes a 37°C avant 
d'etre vortexes pendant 3 minutes. Puis I'antigene et le NaCI (0.9%) sont ajoutes 
comme indique dans le tableau ci-dessus, et le melange antigene/adjuvant est 
vortexe brievement avant d'etre mis sur un agitateur rotatif pendant 15 minutes a 
temperature ambiante, puis le tout est vortexe pendant 3 minutes 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 00/00462 



PCT/IB99/01170 



56 

Immunisations : les injections ont lieu aux jours 0 et 14. Les melanges indiques dans 
le tableau precedent sont administres par voie sous-cutanee (75 jul par flanc, au total 
150 (til par animal). Les prises de sang ont lieu aux jours 14 et 28 (ponction orbitale). 

5 Dosage des immunoolobulines anti-ovalbumine : les immunoglobulines seriques 
suivantes specifiques pour Povalbumine sont determinees en duplicats par EUSA : 
lgG1 t lgG2a, et IgM. En bref, des plaques de micropuits (NUNC Immunoplate, 
Roskilde, DK) sont incubees (coating overnight) a 4°C avec 100 ^l de ovalbumine 
(0.5 ^ig) dans un tampon bicarbonate (pH 9.6). Apres lavage avec 0.5% Tween-20 

10 (Merck, Hohenbrunn, D) les serums sont dilues 50, 200 et 800 fois (solution de 
dilution: phosphate buffered saline (PBS) + 1 % d'albumine serique bovine (BSA, 
Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) + 0.02% Tween-20). 100 pi de chacun des scrums 
dilues sont ajoutes aux puits. Cette incubation dure 45 minutes a 37°C. 
Apres un second lavage, les lgG1, lgG2a et IgM specifiques pour Povalbumine sont 

15 incubees 30 minutes a 37°C avec 100 (xl des anticorps (rat anti-souris) anti-lgG1 
conjugues a la peroxydase (Serotec, Oxford, UK), lgG2a conjugues a la peroxydase 
(Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A.) et IgM conjugues a la biotine (Pharmingen, 
San Diego, CA, U.S.A.), au prealable dilues dans le tampon PBS/BSA/Tween 
(dilutions : 250, 1000, et 500 fois respectivement). Pour les IgM, apres un lavage 

20 supplemental, une 3 6me incubation est necessaire (30 min a 37°C) avec une 
solution 1/100 de streptavidine conjuguee a la peroxidase (Dako t Glostrup, DK). 
Apres lavage, 100 ^l d*une solution de phenylene 1,2-diamine (OPD, Merck, 
Darmstad, RFA) sont ajoutes pour detecter la peroxydase conjuguees aux anticorps 
secondaires anti-lgGI et anti-lgG2a (tandis que pour les IgM, le reactif utilise est la 

25 S'^'^'.S-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.). Apres une 
incubation de 20 minutes a temperature ambiante (40 minutes pour le TMB), la 
reaction est stoppee par Tajout de 100 nl de 2N H 2 S0 4 . Les absorbances sont 
mesurees a 490 nm avec un lecteur de plaques Bio Rad 3550. 
Resultats 

30 Les resultats de chaque mesure a 490 nm sont exprimes en Unites Arbitraires (U.A.) 
par ml. Ceci est possible par comparaison de chaque echantillon avec une reference 
preparee a partir de dilutions d'un pool d'echantillons a 28 jours provenants du 
groupe B (animaux injectes avec ovalbumine seule). Par definition le pool 
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d'echantillons dilue 50 fois est a la concentration de 1000 UA/mL Les resultats 
individueis sont ensuite corriges selon le facteur de dilution correspondant (50, 200, 
ou 800 fois). Nous ne rapportons ici que ia moyenne de chaque groupe et la 
deviation standard (SD). 



Tab (a) Immunoglobulines specifiques contre ovalbumine de la sous-classe IqG1 
(Unites arbitraires/ml ± SD, ** P<0.01 ftest Anova + Dunnetts (two sided)). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


6±6 


16 ± 12 


B : Ova 


728 ± 589 


47743 ± 46294 


C : Ova + OM-294-MP 


4361** ±2513 


284121** ± 164822 


D : Ova + OM-294-DP 


3240** ± 1794 


277025**1173737 


E : OM-294-MP 


19±8 


40 ±69 



Tab fb) Immunoglobulines specifiques contre ovalbumine de la sous-classe lqG2a 
10 (Unites arbitraires/ml ± SD, * P<0,05 et ** P<0.01 (test Anova + Dunnetts (two 
sided)). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


2996 ± 898 


5414 ± 1554 


B : Ova 


5201 ± 1880 


73162 ±107954 


C : Ova + OM-294-MP 


9524 ± 6809 


625663* ±681232 


D : Ova + OM-294-DP 


18108** ±14958 


601434* ±624166 


E : OM-294-MP 


11253 ±12169 


4192 ±2104 


Tab (c) Immunoqlobulines specifiaues contre ovalbumine de la sous-classe IaM 


(Unites arbitraires/ml ± SD). 


GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


14009 ±6158 


12288 ±7136 


B : Ova 


19423 ± 13778 


47998 ± 34035 


C : Ova + OM-294-MP 


21652 ± 9524 


38240 ± 8822 


D : Ova + OM-294-DP 


25762 ± 10975 


74399 ± 119781 


E : OM-294-MP 


19742 ± 5667 


9827 ± 2021 
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Ces resultats indiquent que les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP son! actifs 
dans le modele etudie, puisqu'ils augmentent significativement (pour les sous- 
classes lgG1 et lgG2a) apres 1 ou 2 injections (voir figures 25, 26, 27) les anticorps 
specifiques anti-ovalbumine produits par la souris. 

5 

14. OM-294-MP et OM-294-PP combines avec I'antiqene TT (Tetanus Toxoid) : 
determination d'anticorps specifiques qeneres chez la souris apres 1 ou 2 
administrations par voie sous-cutanee. 
10 Protocole 

Le but de cette etude est de montrer I'effet adjuvant de OM-294-MP et de 
OM-294-DP pour Pantigene TT (Massachusetts Biologic Laboratories, MA, U.S.A.). 
Pour cela 40 souris BALB/c (femelles, 8 semaines d'age au debut du traitement) 
sont reparties dans les 4 groupes suivants : 

15 



GROUPES 


ANTIGENE 


ADJUVANTS 


NaCI (0.9%) 


VOLUME 




Final : 20 p.g par 


Final : 50 ng par 




INJECTE 




animal/injection 


animal/injection 






A: NaCI 






150 nl 


150 nl 


B . TT 


TT<100nl) 




50 nl 


150 nl 


C: TT + OM-294-MP 


TT (100^1) 


OM-294-MP (50 yi) 




150 hI 


D: TT + OM-294-DP 


TT(100 ^l) 


OM-294-DP (50 nl) 




150 M 



Antiqene : la solution mere de TT est preparee a la concentration de 0.2 mg/ml dans 
0.9% NaCI. 

Adjuvants : les solutions meres de OM-294-DP et de OM-294-MP sont preparees a 
20 1 mg/ml dans de Teau pour injection, additionnee de 0.1% triethanolamine pour 
POM-294-MP. Le temoin negatif est constitue d'une solution de 0.9% NaCI sans 
antigene. 

Melange antiqene-adjuvant : les adjuvants sont places 20 minutes a 37°C avant 
d'etre vortexes pendant 3 minutes. Puis Tantigene et le NaCI (0.9%) sont ajoutes 
25 comme indique dans le tableau ci-dessus, et le melange antigene/adjuvant est 
vortexe brievement avant d*etre mis sur un agitateur rotatif pendant 15 minutes a 
temperature ambiante, puis le tout est vortexe pendant 3 minutes 
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Immunisations : ies injections ont eu lieu aux jours 0 et 14. Les melanges indiques 
dans le tableau precedent sont administres par voie sous-cutanee (75 \x\ par flanc, 
au total 150 jal par animal). Les prises de sang ont eu lieu aux jours 14 et 28 
(ponction orbitale). 

5 Dosage des immunoglobulines anti-TT : les immunoglobulines seriques specifiques 
pour TT suivantes sont determinees en duplicats par ELISA : lgG1, lgG2a, et IgM. 
Des plaques micropuits (NUNC Immunoplate, Roskilde, DK) sont incubees (coating 
overnight) a 4°C avec 100 jil de TT (0.5 jag) dans un tampon bicarbonate (pH 9.6). 
Apres lavage avec 0.5% Tween-20 (Merck, Hohenbrunn, RFA) les serums sont 
10 dilues 50, 200 et 800 fois (solution de dilution: phosphate buffered saline (PBS) + 1 
% d'albumine serique bovine (BSA, Sigma, St. Louis, MO, U.SA) + 0.02% Tween- 
20)), 100 pi de chacun des serums dilues sont ajoutes aux puits. Cette incubation 
dure 45 minutes a 37°C. 

Apres un second lavage, les lgG1, lgG2a et IgM specifiques pour TT sont incubees 
15 30 minutes a 37°C avec 100 \x\ des anticorps (rat anti-souris) anti-lgG1 conjugues a 
la peroxydase (Serotec, Oxford, UK,) , lgG2a conjugues a la peroxydase 
(Pharmingen, San Diego, CA, U.S.A.) et IgM conjugues a la biotine (Pharmingen, 
San Diego, CA, U.S.A.), au prealable dilues dans le tampon PBS/BSA/Tween 
(dilutions : 250, 1000, et 500 fois respectivement). Pour les IgM, apres un lavage 
20 supplemental, une 3 6me incubation est necessaire (30 min a 37°C) avec une 
solution 1/100 de streptavidine conjuguee a la peroxidase (Dako, Glostrup, DK). 
Apres lavage, 100 jil d'une solution de phenylene 1,2-diamine (OPD, Merck, 
Darmstad, RFA) sont ajoutes pour detecter la peroxydase conjuguees aux anticorps 
secondaires anti-lgG1 et anti-IgG2a (tandis que pour les IgM, le reactif utilise est la 
25 3\3\5\5'-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma, St. Louis, Mo)). Apres une incubation 
de 20 minutes & temperature ambiante (40 minutes pour le TMB), la reaction est 
stoppee par ajout de 100 yil de 2N H 2 S0 4 . Les absorbances sont mesurees a 490 nm 
avec un lecteur de plaques Bio Rad 3550. 

30 Resultats 

Les resultats de chaque mesure pour ie immunoglobulines lgG1 et lgG2a a 490 nm 
sont exprimes en Unites Arbitrages (U.A) par ml. Ceci est possible par comparaison 
de chaque echantillon avec une reference preparee a partir de dilutions d'un pool 
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d'echantillons a 28 jours provenant du groupe B (animaux injectes avec TT seule). 
Par definition le pool d'echantillons dilue 50 fois est a !a concentration de 1000 
U.A./ml, Les resultats individuels sont corriges seion le facteur de dilution 
correspondant (50, 200, ou 800 fois). On ne rapporte ici que la moyenne de chaque 
groupe et la deviation standard (SD). 

En ce qui concerne la determination des IgM specifiques pour TT, comme le « bruit 
de fond » de la mesure est trop eleve, aucune difference claire entre le groupe B (TT 
seule) et les groupes C et D (TT avec adjuvants) ne peut etre decelee en mesurant 
les IgM specifiques de la meme maniere que ies lgG1 et les lgG2a. Par contre, on a 
pu mesurer le titre des IgM specifiques, en utilisant des dilutions successives de 
chaque echantiilon (plutot que les U.A. decrites precedemment), et on a pris en 
consideration, pour chaque echantiilon, la dilution maximale qui donne une 
absorbance superieure a la moyenne + 3 SD des absorbances du groupe A (NaCI). 
Le titre ainsi obtenu indique le nombre de fois qu'un echantiilon de serum peut etre 
dilue avant que Tabsorbance obtenue a 490 nm ne se confonde avec le bruit de 
fond. C'est cette dilution qui est rapportee dans le Tab (c) IgM ci-apres. 



Tab (a) Immunoalobulines specifiques contre TT de la sous-classe lqG1 (Unites 
arbitraires/ml ± SD. ** P<0.01 (Anova + Dunnetts test (two sided». 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


1 ±2 


0± 1 


B:TT 


2871 ± 1633 


34367 ± 15018 


C : TT + OM-294-MP 


8502** ± 2020 


78506** ±21660 


D : TT + OM-294-DP 


11620** ±2348 


136463** ±41025 


Tab (b) Immunoalobulines specifiaues contre TT de la sous-classe laG2a (Unites 



arbitraires/ml ± SD. ** P<0.01 (Anova + Dunnetts test (two sided)). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


351 ± 506 


539 ± 1046 


B : TT 


2547 ± 2539 


61387 ±82269 


C : TT + OM-294-MP 


8869 ± 6979 


65881 ± 46635 


D : TT + OM-294-DP 


21969** + 25067 


148365 ± 134196 
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Tab (c) Titre des immunoglobulins specifigues contre TT de la sous-classe IqM 
(dilutions pour chague echantillon donnant un signal a 490 nm superieur a celui de 
la moyenne + 3 SD de celui du qroupe A ). 



GROUPES 


Jour 14 


Jour 28 


A : NaCI 


Reference 


Reference 


B : TT 


9 animaux <25 
1 animal <50 


10 animaux<25 


C : TT + OM-294-MP 


9 animaux <25 
1 animal >1600 


7 animaux <25 
1 animal <100 
2 animaux >1600 


D : TT + OM-294-DP 


7 animaux <25 
1 animal <200 
2 animaux >1600 


10 animaux<25 



5 Ces resultats indiquent que les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP sont actifs 
dans le modele etudie, puisqu'ils augmentent souvent de fagon significative apres 1 
ou 2 injections (voir figures 28 t 29) ies anticorps specifiques !gG1 et lgG2a anti-TT, 
produits par la souris. Par contre seuls quelques animaux ont produit des IgM 
specifiques contre TT. 

10 

15, Evaluation des proprietes de ['adjuvant OM-294-MP dans un modele 
d'immunisation chez la souris CBA par voie s,c. avec I'antigene de Leishmania 
gp63. 
15 Protocole 

Des souris CBA regoivent dans la queue a 8 jours d'intervalle deux injections 
sous-cutanees de 2 pg de gp63. L'adjuvant OM-294-MP est melange avec les deux 
doses d'antigene, le BCG est melange seulement avec la premiere. Chaque souris 
regoit 2 x 50 [ig d'OM-294-MP ou 200 (jg de BCG. Un groupe temoin est injecte avec 
20 I'antigene seul (sans adjuvant). Dix jours apres la deuxieme injection, les cellules des 
ganglions lymphatiques inguinaux et periaortiques (groupes de 3 souris) sont mis en 
culture et la reponse proliferative a I'antigene purifte gp63 evaluee par mesure de 
('incorporation de thymidine ( 3 H-TdR). La production des cytokines IFN-y et IL-4 in 
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vitro par les lymphocytes ganglionnaires restimules in vitro par I'antigene de gp63 a 
egalement ete determinee par ELISA (kits IFN-y MIFOO et IL-4 M4000, R&D Systems 
Europe LtD, Abingdon, UK) sur un prelevement de chacun des surnageants des 
cultures des lymphocytes ganglionnaires avant I'ajout de 3 H-TdR. 
5 Les valeurs reportees dans les tableaux represented pour Incorporation de 3 H-TdR, 
la moyenne arithmetique ± la deviation standard (triplicats) exprimee en cpm et pour 
les cytokines dans les surnageants, la moyenne arithmetique ± la deviation standard 
(triplicats) exprimee en pg par ml. 

Antiqene : la solution mere de gp63 est preparee a la concentration de 40 pg/ml 
10 dans 0.9% NaCI. 

Adjuvants : la solution mere de OM-294- MP est preparee a 1 mg/ml dans de i'eau 
pour injection additionnee de 0.1% triethanolamine. Le controle negatif est constitue 
d'une solution de PBS sans antigene. 

Melange antigene-adjuvant : les adjuvants sont places 10 minutes a 37°C avant 
15 d'etre vortexes pendant 3 minutes. Puis Tantigene (1 volume) et le Padjuvant (1 
volume) sont melanges et vortexes brievement avant d'etre mis a incuber pendant 
20 minutes a 37°C, puis le tout est vortexe pendant 3 minutes 
Resultats 

Chez des souris immunisees avec I'antigene gp63, I'adjuvant OM-294-MP induit une 
20 meilleure reponse de proliferation lymphocytaire (Tab (a) et Fig 30 (a)) que le BCG. 
En effet, par rapport aux cultures provenant d'animaux immunises sans adjuvant, 
I'augmentation de la proliferation est comprise entre 3.1 et 6 pour le produit 
OM-294-MP alors qu'elle ne depasse pas 3.5 dans le cas du BCG (2.6 a 3.5). 
Dans ces memes cultures lymphocytaires, la production de cytokines est mesuree 
25 dans le surnageant (Tab (b) et Fig 30 (b)). II est observe que I'antigene gp63 induit la 
secretion d'lFN-y en quantites equivalentes que les souris sont traitees par I'adjuvant 
OM-294-MP ou par le BCG. Par contre, I'adjuvant OM-294-MP semble predisposer 
les lymphocytes immuns (anti-gp63) a secreter des quantites importantes d'IL-4, 
alors que les lymphocytes de souris traitees par le BCG secretent des quantites 
30 faibles, voire indetectables de cette cytokine. 
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Tableau (a). Effet de 1'adiuvant OM-294-MP sur la reponse immunitaire contre 
I'antigene gp63 T mesuree par la proliferation de lymphocytes T murins en reponse a 
I'antigene gp63 in vitro. 



gp63 in vitro 
(ug/ml) 


Sans adjuvant 
(cpmx 10" 3 /ml) 


OM-294-MP 
(cpm x 10" 3 /ml) 


BCG 
(cpmx 10" 3 /ml) 


0 


1.4 ±0.4 


2.8 ± 0.7 


5.3 ± 1.1 


0.16 


18 ±5 


65 ± 11 


47 ±9 


0.31 


17±5 


92 ± 11 


57 ± 17 


0.62 


16±4 


93 ± 13 


54 ±13 


1.25 


13±2 


39 ±7 


44 ±9 



Les valeurs reportees dans le Tab (a) represented la moyenne arithmetique ± 



5 la deviation standard de incorporation (cultures en triplicats). 

Tableau (b). Effet de Tadiuvant OM-294-MP administre in vivo avec I'antigene gp63 
sur la production in vitro de cytokines par les lymphocytes ganqlionnaires. 



Concentration de IFN-y (pg/ml) 


gp63 ug/ml 


Sans adjuvant 


294-MP 


BCG 


0 


<9 


<9 


27 


0.3 


78 


135 


200 


0.6 


38 


120 


105 


Concentration de IL-4 (pg/ml) 


gp63 ug/ml 


Sans adjuvant 


294-MP 


BCG 


0 


<8 


<8 


<8 


0.3 


< 15 


125 


15 


0.6 


<8 


83 


<8 



L'adjuvant OM-294-MP potentialise chez des souris CBA immunisees avec gp63 (un 
10 antigene amphiphile du parasite Leishmania) une reponse T specifique evaluee 
in vitro par la mesure de la proliferation lymphocytaire et de la production d'IFN-y et 
d*IL-4 induite par I'antigene. 
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16, Efficacite de I'adiuvant OM-294-MP au cours de la reponse primaire T 
anti-LmCPb dans un module d'immunisation chez la souris CBA par voi s.c. 
avec I'antigene de Leishmania mexicana LmCPb. 
Protocole 

5 Des souris CBA ont regu dans la queue une seule injection de 2 yg de LmCPb avec 
ou sans 50 pg de I'adjuvant OM-294-MP. Un groupe controle a re?u une injection de 
tampon physiologique (non immunise). Onze jours plus tard, les cellules des 
ganglions lymphatiques inguinaux et periaortiques (groupes de 3 souris) sont mises 
en culture et la reponse proliferative a I'antigene purifie LmCPb, a une preparation 

10 totale d'amastigotes de Leishmania mexicana et a la concanavaline A (Con A) est 
evaluee par mesure de ('incorporation de thymidine tritiee ( 3 H-TdR). La production 
des cytokines IFN-y et IL-4 par les lymphocytes ganglionnaires restimules in vitro par 
I'antigene LmCPb de Leishmania mexicana ou par les amastygotes est egalement 
determinee par ELISA (kits IFN-y MIF00 et IL-4 M4000, R&D Systems Europe LtD, 

15 Abingdon, UK) sur un prelevement de chacun des surnageants des cultures des 
lymphocytes ganglionnaires avant I'ajout de 3 H-TdR. 

Les valeurs reportees dans les tableaux represented pour I'incorporation de 3 H-TdR, 
la moyenne arithmetique ± la deviation standard (triplicats) exprimee en cpm et pour 
les cytokines dans les surnageants, la moyenne arithmetique ± la deviation standard 
20 (triplicats) exprimee en pg par ml. 

Antigene : la solution mere de LmCPb est preparee a la concentration de 40 pg/ml 
dans le PBS deux fois concentre. 

Adjuvants : la solution mere d'OM-294- MP est preparee a 1 mg/ml dans de I'eau 
pour injection additionnee de 0.1% triethanolamine. Le controle negatif est constitue 

25 d f une solution de PBS sans antigene. 

Melange antigene-adiuvant : les adjuvants sont mis 10 minutes a 37°C avant d'etre 
vortexes pendant 3 minutes. Puis I'antigene (1 volume) et I'adjuvant (1 volume) sont 
melanges et vortexes brievement avant d'etre mis a incuber pendant 20 minutes a 
37°C, puis le tout est vortexe pendant 3 minutes 

30 Resultats 

En I'absence de tout stimulant ajoute au milieu de culture, I'adjuvant OM-294-MP 
favorise le developpement de lymphocytes proliferant spontanement (Tab (a) et 
Fig 31 (a)) et secretant des traces d'INF-y(Tab (b) et Fig 31 (b)). Cette reponse est 
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fortement potentialisee lorsque I'antigene purifie LmCPb ou un extrait total de 
parasites est ajoute aux cultures. Dans cette experience, il y influence nette de 
1'adjuvant sur reduction de lymphocytes sensibilises (anti-LmCPb) capables de 
secreter des quantites importantes d'IL-4 (Tab. (b) et Fig 31 (b)). 



Tableau fa^. Reponse proliferative in vitro de cellules ganqlionnaires immunisees 
in vivo avec LmCPb : effet de I'adiuvant OM-294-MP 





Incorporation de J H-TdR (cpmx10 J /ml) 


Antigene in vitro 


Non immunise 


Sans Adjuvant 


OM-294-MP 


Pas de stimulant 


0.9±0.3 


2.2 ± 0.7 


11 ±2 


LmCPb 0.6 ug/ml 


0.8 ± 0.4 


1.7 ±0.1 


19±4 


LmCPb 1.7 pg/ml 


0.9 ±0.1 


4.6 ±1.6 


40 ±4 


LmCPb 5 pg/nnl 


1.3 ±0.8 


7.2 ± 0.6 


80 ±5 


LmCPb 15 ug/ml 


2.6 ± 0.4 


16.2 ±2.1 


140 ± 10 


Amastigotes 1.9x1 0"*7ml 


0.8 ± 0.2 


1.7 ±0.1 


44 ±7 


Amastigotes 6 x 10"°/ml 


1.5 ±0.2 


4.6 ± 0.6 


79 ±6 


Amastigotes 17 x lO^/ml 


2.9 ± 0.6 


7.2 ± 0.6 


119±4 


Con A 5 \ig/m\ 


123 ±33 


193 ±17 


196 + 10 
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Tableau (b). Secretion in vitro de cytokines par les lymphocytes qanqlionnaires 
immunises in vivo avec LmCPb : Effet de I'adiuvant OM-294-MP sur la reponse 
primaire. 



Production de IFN-y (pg/ml) 


Stimulant in vitro 


Non immunise 


Sans adjuvant 


OM-294-MP 


Pas de stimulant 


<9 


<9 


25 


LmCPb 15 pg/ml 


<9 


46 


480 


Amastigotes 17 x 10*/ml 


<9 


95 


320 


Con A 5 ug/ml 


> 1800 


> 1800 


> 1800 


Production de IL-4 (pg/ml) 


Stimulant in vitro 


Non immunise 


Sans adjuvant 


OM-294-MP 


Pas de stimulant 


<8 


<8 


<8 


LmCPb 15 pg/ml 


<8 


<8 


130 


Amastigotes 17 x 10" s /ml 


<8 


<8 


65 


Con A 5 pg/ml 


92 


190 


360 



5 L'adjuvant OM-294-MP est aussi tres efficace au cours de la reponse T primaire 
(suite a une seule injection vaccinale). Les caracteristiques de I'effet adjuvant sur 
cette reponse (augmentation de la proliferation lymphocytaire, induction de 
cytokines) sont similaires a celles observees lors de la reponse a deux injections 
vaccinales. 

10 

17. Evaluation des proprietes des adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP dans un 
modele d'immunisation chez la souris CBA par voie s.c. avec Tantiqene de 
Leishmania mexicana LmCPb: comparaison avec le BCG 
15 Profoco/e 

Des souris CBA (8 souris par groupe) ont re?u dans la queue a 8 jours d^ntervalle 
deux injections sous-cutanees de 3 a 5 |jg de LmCPb purifie. Les adjuvants 
OM-294-DP, OM-294-MP sont melanges avec les deux doses d'antigene, alors que 
ie BCG a ete melange seulement avec la premiere. Chaque souris a re$u 2 x 50 pg 
20 d'adjuvant OM ou 200 |jg de BCG. Huit jours apres la deuxieme injection les 
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ganglions lymphatiques inguinaux et periaortiques (3 souris par groupe) sont 
preleves et les cellules mises en culture pour determiner la reponse proliferative a 
I'antigene purifie LmCPb, ou respectivement, la reponse proliferative a une 
preparation totale d'amastigotes Leishmania mexicana ou a la concanavaline A (Con 
5 A). La reponse proliferative est evaluee par mesure de 1'incorporation de thymidine 
tritiee ( 3 H-TdR). La production des cytokines IFN-y et 1L-4 par les lymphocytes 
ganglionnaires restimules in vitro par I'antigene LmCPb de Leishmania mexicana ou 
par les amastygotes ou par la Con A est determinee par ELISA (kits IFN-y MIF00 et 
IL-4 M4000, R&D Systems Europe LtD, Abingdon, UK) sur un prelevement de 
10 chacun des surnageants des cultures des lymphocytes ganglionnaires avant I'ajout 
de 3 H-TdR. 

Les valeurs reportees dans les tableaux represented pour les titres d'anticorps, la 
moyenne arithmetique ± la deviation standard exprimes en % du standard, pour 
I'incorporation de 3 H-TdR, la moyenne arithmetique ± la deviation standard (triplicats) 
15 exprimee en cpm et pour les cytokines dans les surnageants, la moyenne 
arithmetique ± la deviation standard (triplicats) exprimee en pg par ml 
Antigene : la solution mere de LmCPb est prepares a une concentration comprise 
entre 60 et 100 pg/ml dans 0.9% NaCI. 

Adjuvants : les solutions meres de OM-294-DP et OM-294-MP sont preparees a 
20 1 mg/ml dans de I'eau pour injection, additionnee de 0.1% triethanoiamine pour 
l'OM-294-MP. Le temoin negatif est constitue d'une solution de PBS sans antigene. 
Melange antigene-adiuvant : les adjuvants sont places 10 minutes a 37°C avant 
d'etre vortexes pendant 3 minutes. Puis I'antigene (1 volume) et Padjuvant 0.9% 
(1 volume) sont melanges et vortexes brievement avant d'etre mis a incuber pendant 
25 20 minutes a 37°C f puis le tout est vortexe pendant 3 minutes 
Resultats 

Chez les souris immunisees avec I'antigene LmCPb (Tab (a) et (b) et Fig 32 (a, b)), 
les produits OM-294-MP et OM-294-DP produisent un effet semblable a celui qui a 
ete observe chez les souris developpant une reponse immune contre gp63. Ainsi, en 
30 presence de LmCPb (15 jig/ml), les cultures proviennent des souris immunisees 
avec I'antigene plus les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP presentent une 
proliferation respectivement 23 et 28 fois plus intense que les cultures proviennent 
de souris ayant re?u I'antigene seul (sans adjuvant). L'influence du BCG dans ces 
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conditions est moindre, puisque Taugmentation de la proliferation est de 11 fois 
seulement. Des effets analogues se retrouvent que ies cultures sont stimuiees avec 
I'antigene purifie ou avec un extrait total du parasite Leishmania, et a toutes Ies 
concentrations d'antigene testees. 
5 La production d'lFN-y en reponse a Tantigene LmCPb a tendance a etre un peu plus 
elevee avec le produit OM-294-DP qu'avec le BCG (Tab (b) et Fig 32 (b)). If est a 
noter que dans cette experience, Ies lymphocytes proliferent et secretent des 
quantites importantes d'lFN-ymeme si de Tantigene n'est pas ajoute au milieu de 
culture. Dans ce cas aussi Tadjuvant OM-294-DP tend a etre un peu plus efficace 

10 que le BCG. Une difference nette entre Ies adjuvants OM-294-MP, respectivement 
OM-294-DP et le BCG apparait comme precedemment pour ce qui concerne le 
developpement de lymphocytes capables de produire de l'IL-4. La quantite d'IL-4 
produite sous I'effet des adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP est importante 
puisqu'elle equivaut a la quantite secretee par des lymphocytes exposes a ia Con A, 

15 un puissant stimulant non specifique des lymphocytes (voir Tab (a) et (b)). 

Tableau (a): Reponse proliferative in vitro de cellules ganglionnaires provenant de 



souris immunisees in vivo avec LmCPb : effet de differents adjuvants. 





Incorporation de J H-TdR (cpmx10"7ml) 


Stimulant in vitro 


Sans adjuvant 


OM-294-DP 


OM-294-MP 


BCG 


Pas de stimulant 


1.7 ±0.6 


21.8 ±2.2 


17.1 ±2.5 


18.6 ±4.8 


LmCPb 0.6 ug/ml 


0.8 ± 0.3 


40.9+12.7 


22.9 ± 2.8 


19.0 ±7.4 


LmCPb 1.7 ug/ml 


2.4 ±o.1 


57.2 ± 10.9 


34.1 ±4.1 


39.8 ± 5.7 


LmCPb 5 ug/ml 


2.8 ± 0.6 


70.2 ± 9.2 


70.3 ± 6.4 


44.0 ±10.4 


LmCPb 15 ug/ml 


4.3 + 0.1 


100.0 ±6.5 


124.2 ± 12.0 


46.2 ± 0.3 


Amastigotes 2 x 10"°/ml 


2.4 ± 0.6 


61.0±1.7 


28.4 ± 8.3 


24.4 ± 4.3 


Amastigotes 6 x 10"°/ml 


2.3 ± 0.7 


81.1 ±5.5 


66.1 ±4.5 


23.6 ± 2.5 


Amastigotes 17 x 10 7ml 


1.7 + 0.4 


78.2 ± 7.8 


68.7 ±2.3 


23.4 ± 4.0 


Con A 5 ug/ml 


188.1 ±21.0 


135.9 ±3.7 


151.4 ±3.7 


119.7 ± 28.5 



Les valeurs reportees dans le tableau represented la moyenne arithmetique ± la 
20 deviation standard de Incorporation (cultures en triplicats). 
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Tableau (b): Production de cytokines in vitro par des lymphocytes qanglionnaires de 
souris immunises in vivo par I'antiqene LmCPb : effet de differents adjuvants. 



Concentration de IFN-y en (pg/ml) 


Stimulant in vitro 


Sans adjuvant 


OM-294-DP 


OM-294-MP 


BCG 


Pas de stimulant 


<9 


460 


240 


280 


LmCPb 15 pg/ml 


44 


520 


360 


460 


Amastigotes 17 x 
lO^/ml 


14 


>600 


>600 


480 


Con A 5 pg/ml 


1200 


1200 


1900 


> 3000 


Concentration de IL-4 en 


(pg/ml) 


Stimulant in vitro 


Sans adjuvant 


OM-294-DP 


OM-294-MP 


BCG 


Pas de stimulant 


< 15 


<8 


<8 


<8 


LmCPb 15 ug/ml 


< 15 


110 


88 


36 


Amastigotes 17 x 
lO^/ml 


<8 


130 


110 


29 


Con A 5 ug/ml 


40 


230 


85 


105 



Les adjuvants OM-294-MP et OM-294-DP potentialisent de fa$on efficace la reponse 
5 immune a un antigene soluble de Leishmania, la protease LmCPb. Cela se marque 
in vitro par une augmentation de la reponse proliferative suivie de reduction de la 
production d'IFN-y et d'IL-4 en quantites significatives. 



EXEMPLE VI 

10 Solution aqueuse injectable 

Compose de I'exemple III 1 g 

Polysorbate 80 0.2 g 

Chlorure de sodium 9 g 

Eau distillee pour injection qsp 1*000 ml 

15 La solution est ajustee a pH 7.4 avec HCI 0.1M et puis elle est sterilisee par filtration 

sur membrane 0.22 pm Steritop Express 1000 (membrane PES, 90 mm, SCGP T10 

RE, Millipore Corporation, Bedford, MA, U.S.A.). La solution sterile est repartie en 

ampoules steriles de 1 ml. 
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Lvophilisat 

Compose de I'exemple IV 2 g 

Polysorbate 80 0.2 g 

5 Chlorure de sodium 9 g 

Mannitol 10 g 

Acide ascorbique 0.1 g 

Eau distillee pour injection qsp 1'000 ml 



La solution est ajustee a pH 7.4 avec HCI 0.1 M, puis elle est sterilisee par filtration 
10 sur membrane 0.22 pm Steritop Express 1000 (membrane PES, 90 mm, SCGP T10 
RE, Millipore Corporation, Bedford, MA, U.S.A.). La solution sterile est repartie en 
flacons multidose steriles a raison de 1 ml par flacon, puis la solution est lyophilisee. 
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REVENDICATIONS 

1 . Pseudodipeptides N-acyles repondant a la formuie generate I 

X-A-{CH 2 ) m -CH-(CH2)n-CO-NH-(CH 2 )p-CH-(CH2)q-B-Y (I) 

I I 
NHRi NHR 2 

dans laquelie Ri et R 2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 

carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire 

ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants choisis dans le 

groupe forme par les hydroxyle, alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, 

acylthio et (alkyle en Ci-C 24 ) thio. 

les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 

X et Y represented chacun un hydrogene ou un groupe acide choisi parmi les 

groupements 

-carboxy [(d-CsJalkyle] 

-CH-[(CH 2 ) m COOH] [(CH 2 ) n COOH] avec m = 0a5etn = 0a5 

-phosphono [(Ci-Csjalkyl] 

-dihydroxyphosphoryloxy [(Ci-Cs)alkyl] 

-dimethoxyphosphoryle 

-phosphono 

-hydroxysulfonyle 

-hydroxysulfonyl [(Ci-C5)alkyle] 

-hydoxysulfonyloxy [(Ci-C 5 )alkyle] 

sous forme neutre ou chargee, 

avec la limitation que Tun au moins des substituants X et Y represente un 
groupe acide defini comme ci-dessus, sous forme neutre ou chargee, 
A et B independamment Tun de I'autre represented un atome d'oxygene, un 
atome de soufre ou le groupe imino -NH-. 
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Les sels des composes de formule generate I selon la revendication 1, lorsque 
X et/ou Y sont un groupe acide, salifies avec une base minerale ou organique, 
de preference therapeutiquement compatible 

Les composes de formule generate r selon la revendication 1 ou 2 a savoir 

X.O-(CH 2 )m-CH.(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH.(CH 2 ) q -0-Y (I') 

i I 
NHRi NHR 2 

dans laquelle et R 2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 

carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, iineaire 

ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants choisis dans le 

groupe forme de hydroxyle, alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio 

et (alkyle en Ci-C 24 ) thio. 

les descripteurs m t p et q pouvant prendre une valeur ailant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une valeur ailant de 0 a 10 

X et Y represented chacun un hydrogene ou un groupe phosphono 

Un compose selon Tune des revendications 1 a 3 a savoir un 1 et/ou 10- 
dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyloxy-tetradecanoylamino) 9-(3- 
hydroxytetradecanoylamino)4-oxo5-azadecane-1,10-diol et ses sels d'addition 
avec une base minerale ou organique. 

Un compose selon Tune des revendications 1 a 3, a savoir un 1,10-bis- 
(dihydrogenophosphate) de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 9-(3- 
hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane-1 f 10-diol et ses sels d'addition 
avec une base minerale ou organique. 

Un compose selon Tune des revendications 1 a 3, a savoir le 1,10-bis 
(dihydrogenophosphate) de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol et ses sels 
d'addition avec une base minerale ou organique. 
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Un compose selon Tune des revendications 1 a 3, a savoir un mono 1- 
dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 9-(3- 
hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol et ses sels d'addition 
avec une base minerale ou organique. 

Un compose selon Tune des revendications 1 a 3, a savoir un mono 1- 
dihydrogenophosphate de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol et ses sels 
d'addition avec une base minerale ou organique. 

Les composes de formule generate I selon la revendication 1 , contenant des 
elements de configuration R ou S, ou racemiques. 

Un precede d'obtention des pseudodipeptides de formule generate I selon la 
revendication 1 



dans laquelle et R2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire 
ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyle, 
alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyle en Ci- C24) thio, 
dans laquelle Tun au moins des substituants R1 ou R 2 est un groupe 
acyloxyacyle 

les descripteurs m f p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 

X et Y represented chacun un hydrogene ou un groupe acide choisi dans le 

groupe constitue par 

-carboxy [(d-CsJalkyle] 

-CH-[(CH 2 ) m COOH] [(CH 2 ) n COOH] avec m = 0a5etn = 0a5 
-phosphono [(d-C5)alkyle] 
-dihydroxyphosphoryloxy [(CrC 5 )alkyle] 



X-A-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH 2 ) p .CH-(CH2)n-B-Y 



(I) 



NHR1 



NHR 2 
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-dimethoxyphosphoryle 
-hydroxysulfonyle 
-hydroxysulfonyl [(d-C 5 )alkyle] 
-hydroxysulfonyloxy [(Ci-C 5 )alkyte] 
-phosphono 

sous forme neutre ou chargee, 

avec ia limitation que Tun au moins des substituants X et Y represente un 
groupe acide defini comme ci-dessus, sous forme neutre ou chargee, 
A et B ont les significations fournies anterieurement 

caracterise en ce qu'on bloque les fonctions amine en (q+1) et en <o de I'acide 
diamine de formule H 2 N(CH2) p CHNH2(CH2) q -iCOOH par un reactif de blocage 
labile par acidolyse et hydrogenolyse, respectivement, soumet la fonction 
carboxylique restee libre, a Taction d'un agent reducteur pour former Talcool 
correspondant, libere la fonction amine en position (q+1) que Ton acyle a I'aide 
d'un derive fonctionnel d'un acide carboxylique de formule R2 OH dans laquelle 
R 2 est defini comme precedemment, puis libere la fonction amine terminate par 
hydrogenolyse pour obtenir une diamine de formule generate II 

H 2 N.(CH 2 )p-CH.(CH 2 ) q -OH (II) 
NHR 2 

dans laquelle R 2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant 
de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, lineaire ou ramifie, non- 
substitue ou portant un ou plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 
p et q represented un nombre entier variant de 1 a 10 

que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 
solvant inerte avec un derive d'un o>-hydroxy, -amino ou -thio amino acide de 
formule generate III 
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XA-(CH 2 )m-CH-(CH 2 ) n -COOH (III) 
NHR 1 

dans taquelle R 1 est un groupe acyle derive d'un acide carboxylique ayant de 2 

a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, lineaire ou ramifie, non- 

substitue ou portant un ou plusieurs substituants definis comme precedemment 

m est un nombre entier variant de 1 a 10 

n est un nombre entier variant de 0 a 10 

A est de I'oxygene, du soufre ou un groupe imino NH 

et X est un radical acide defini comme precedemment present eventuellement 
sous forme esterifiee 



pour former le pseudodipeptide de formule generate IV 



XA-(CH 2 )m-CH-(CH2)n-CONH(CH2)p*CH(CH 2 ) q -OH 

i I (iv) 

NHRi NHR 2 

dans laquelle les substituants et les descripteurs Ri, R 2j m t n, p et q sont definis 
comme precedemment , dont on peut -si desire- substituer, alkyler ou acyler la 
fonction alcool par un reactif de substitution, d'alkylation ou d'acylation, en 
presence d f un agent de couplage, si necessaire, et soumettre a une 
hydrogenation catalytique ou a une autre methode de deprotection de fa?on a 
obtenir le derive de formule generate I 



X-A-(CH 2 ) m -CH-(CH 2 ) n CONH-(CH 2 ) p -CH-(CH 2 ) q -B-Y 
I I 

NH NH (I) 

I I 
Ri R 2 

dans laquelle les substituants et les descripteurs A, B t X, Y, Ri, R 2) n, m, p et q 
ont les significations fournies anterieurement. 

Un procede d'obtention des phosphopseudodipeptides de formule generate I' 
selon Tune des revendications 1 ou 2 
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X-0-(CH 2 ) m .CH-(CH2)n-CO-NH-(CH 2 )p-CH-(CH 2 ) q -0-Y 



NHRi 



NHR 2 



dans laquelle Ri et R 2 representent chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire 
ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyle, 
alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyle en - C 24 ) thio 
les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 
X et Y representent chacun un hydrogene ou un groupe phosphono sous forme 
neutre ou chargee, 

caracterise en ce qu'on bloque les fonctions amine en (q+1) et en co du diamino 
acide de formule H 2 N(CH 2 ) p CHNH 2 (CH 2 )q.iCOOH par des reactifs de blocage 
labiles par acidolyse et hydrogenolyse, respectivement, soumet la fonction 
carboxylique restee libre a Taction d'un agent reducteur pour former I'alcool 
correspondant, libere la fonction amine en position (q+1) que Ton acyle a I'aide 
d'un derive fonctionnel d'un acide carboxylique de formule R 2 OH dans laquelle 
R 2 est defini comme precedemment, puis libere la fonction amine terminate par 
hydrogenolyse pour obtenir Tamino alcool de formule generate II 



dans laquelle R 2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant 
de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, lineaire ou ramifie, non- 
substitue ou portant un ou plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 
p et q representent un nombre entier variant de 1 a 10 

que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 
solvant inerte avec un derive d'co-hydroxy amino acide de formule generate til* 



H 2 N-(CH 2 ) p -CH-(CH 2 ) q -OH 



(") 



NHR 2 
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XO-(CH 2 ) m -CH-(CH 2 ) n -COOH (lir) 
NHRi 

dans laquelle Ri est un groupe acyle derive d'un acide carboxylique ayant de 2 
a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, Hneaire ou ramifie, non- 
substitue ou portant un ou plusieurs substituants 
m est un nombre entier variant de 1 a 10 
n est un nombre entier variant de 0 a 10 

et X est un radical dialkyloxy- ou diaryloxy-phosphoryle de formule (RO) 2 P 

O 

pour former ie pseudodipeptide de formule generate IV 

(RO) 2 PO-(CH2)m-CH-(CH2)n-CONH-(CH2)p-CH-(CH 2 ) q -OH (IV) 

I I I 

O NHRi NHR 2 

dans laquelle les substituants Ri, R 2j m, n, p et q sont definis comme 
precedemment, et R est un radical labile par hydrogenoiyse, doni on peui -si 
desire- phosphoryler la fonction alcool par un agent de phosphorylation en 
presence d'un agent de couplage, si necessaire, et soumettre a une 
hydrogenation catalytique en deux etapes pour debloquer la fonction alcool 
eventuellement presente sur le groupe acyle R 2 et fa fonction phosphate puis 
debloquer par hydrogenoiyse la deuxieme fonction phosphate eventuellement 
presente, de fa$on a obtenir le derive de formule generate V 

(HO) 2 P-0-(CH 2 ) m -CH.(CH2)nCONH-(CH 2 )p-CH-(CH 2 ) q .O-Y (V) 

i i I 

O NH NH 

I I 
Ri R 2 
dans laquelle Y represente soit un hydrogene soit un groupe phosphono. 

Procede selon la revendication 10 ou la revendication 11 f dans lequel on 
effectue Tetape supplementaire de salification a Taide d'une base minerale ou 
organique. 
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Un precede selon Tune des revendications 10 a 12, dans lequel I'etape de 
salification est effectuee avec une base minerale ou organique 
therapeutiquement compatible. 

Un procede selon la revendication 10 ou la revendication 11, dans lequel 
I'acide carboxylique RiOH est I'acide 3-dodecanoyloxytetradecanoique. 

Un procede selon la revendication 10 ou la revendication 11, dans lequel 
I'acide carboxylique R 2 OH est I'acide 3-hydroxytetradecanoique. 

Compositions pharmaceutiques renfermant a titre de principe actif au moins un 
compose de formule generate I selon la revendication 1 

X.A-(CH 2 ) m -CH-(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH-(CH 2 ) q -B.Y (I) 
NHRi NHR 2 

dans laquelle Ri et R 2 represented chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, iineaire 
ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyle, 
alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyle en Ci - C24) thio 
les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 
X et/ou Y represented chacun un hydrogene ou un groupe acide sous forme 
neutre ou chargee 

A et B semblables ou differents Tun de I'autre, sont de I'oxygene, du soufre ou 
un groupe imino 

en association ou en melange avec un excipient ou un vehicule inerte, non 
toxique, pharmaceutiquement acceptable. 

Compositions pharmaceutiques selon la revendication 16, dans lesquelles le 
compose de formule I est un de ceux pour lesquels X et/ou Y represented un 
radical phosphono et A et B represented de I'oxygene. 
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18. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17 dans lesqueiles le 
principe actif est sous forme salifiee avec une base minerale ou organique 
therapeutiquement compatible. 

5 19. Compositions pharmaceutiques selon Tune des revendications 16 a 18, dans 
lesqueiles le principe actif est sous forme enantiomeriquement pure ou sous 
forme de melange de stereoisomeres. 
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FIGURE 1 

Induction de la proliferation des cellules souches de moelle 
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FIGURE 2 

Induction de la production de NO par les macrophages murins 

Induction de la production de NO par les macrophages murins 
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FIGURE 3 

Incorporation du Dextran-FITC 
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FIGURE 4 

Incorporation du Dextran-FITC effet dose aux concentrations basses 



OM-294-DP 
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FIGURE 5 

Incorporation du Dextran-FITC effet dose aux concentrations elevees 
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FIGURE 6 

Expression de la molecule de surface costimulatrice CD40 
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FIGURE 7 

Expression de la molecule de surface costimula trice CD80 
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FIGURE 8 

Expression de la molecule de surface co stimulatrice CD83 
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FIGURE 9 

Expression de la molecule de surface costimulatrice CD86 
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FIGURE 10 

Effet des produits OM-294-MP et OM-294-DP sur la production de TNFa par des 
cellules predendritiaues au stade DC-6 

Effet des produits OM-294-MP et OM-294-DP sur la production de TNFa 
par des cellules pr^dendritiques au stade DC-6 
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FIGURE 11 

Effet des produits OM-294-MP sur la production de IL-12 p70 par des cellules 
predendritiques au stade DC-6 (IFN = IFN-y) 

IL-12 p70 dans les surnageants de cellules dendritiques (DC-6) 
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FIGURE 12 

Effet des produits OM-294-MP sur la production de IL-12 p7Q par des monocytes 
(IFN = IFN-y) 
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FIGURE 13 

ELISA 2 apres la premiere immunisation 

Evaluation des anticorps specifiques anti-Pb CS His6 242-310 
3 semaines apr£s la premiere injection (ELISA N° 2) 
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FIGURE 14 

ELISA 3 apres la deuxieme immunisation 

Evaluation des anticorps specifiques anti-Pb CS His6 242-310 



4 semaines apres la deuxteme injection (ELISA N° 3) 
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FIGURE 15 

ELISA 4 apres la troisieme immunisation 

Evaluation des anticorps specifiques anti-Pb CS His6 242-310 
2 semaines apres la troisieme injection (ELISA N°4) 
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FIGURE 16 

Titre d'anticorps avant et apres une, deux et trois immunisations 

Evolution du titre d'anticorps specifiques anti-Pb CS His6 242-310 
aprfes 1, 2 et 3 injections 
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FIGURE 17 

ELISPOT IFN-y lymphocytes des ganglions inguinaux stimules avec Pb CS 245-252 
une semaine apres la deuxieme immunisation 
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ELISPOT GAMMA-INTERFERON LYMPHOCYTES DES GANGLIONS 
INGUINAUX UNE SEMAINE APRES LA DEUXIEME IMMUNISATION 
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FIGURE 18 

ELISPOT IFN-y lymphocytes de la rate stimules avec Pb CS 245-252 une semaine 
apres la deuxieme immunisation 
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FIGURE 19 

ELISPOT IFN-y lymphocytes des ganglions inquinaux stimules avec Pb CS 245-252 
trois semaines apres la troisieme immunisation 
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FIGURE 20 

ELISPOT IFN-y lymphocytes de la rate stimules avec Pb CS 245-252 trois semaines 
apres la troisieme immunisation 

ELISPOT GAMMA-INTERFERON LYMPHOCYTES DE LA RATE 
TROIS SEMAINES APRES LA TROISIEME IMMUNISATION 

160 I , 




PbCS 242-310,6 IFA + Pb CS 242- OM-294-MP + Pb OM-294-DP + Pb 
His 310, 6 His CS 242-310,6 His CS 242-310, 6 His 
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FIGURE 21 
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FIGURE 22 
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FIGURE 25 
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FIGURE 28 
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FIGURE 30 (a) 



AUGMENTATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE 
ANTI-GP63 PAR L'ADJUVANT OM-294-MP : 
COMPARAISON AVEC LE BCG. 
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FIGURE 31 (a) 

REPONSE IN VITRO DE LYMPHOCYTES 
GANGLIONNAIRES PROVENANT DE SOURIS 
IMMUNISEES IN VIVO AVEC L'ANTIGENE LmCPb : 
EFFET DE L'ADJUVANT OM-294-MP AU COURS 
DE LA REPONSE PRIMAIRE 
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FIGURE 32 (a) 

AUGMENTATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE 
ANTI-LmCPb PAR L' ADJUVANT OM-294-MP : 
COWIPARAISON AVEC LE BCG. 
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FIGURE 33 
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FIGURE 37 
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Ex-R6publique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




dc Mace'doine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgaric 


HU 


Hongric 


ML 


Mali 


TT 


Triniti-et-Tobago 


BJ 


Bdnin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Brtsil 


IL 


Israel 


MR 


Mauri tanic 


UG 


Ouganda 


BY 


B6larus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Eiats-Unis d'Amerique 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mex ique 


uz 


Ouzbekistan 


CF 


Rfpubttque centrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvcge 


ZW 


Zimbabwe 


CI 


. Cfite d*I voire 


KP 


Republique populaire 


NZ 


NouvcHe-Z^lande 






CM 


Cameroun 




dernocrauque de ConSe 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Rtfpublique de Coree 


PT 


Portugal 






cu 


Cuba 


KZ 


Kaxakstan 


RO 


Roumanie 






cz 


Rdpubltque tcheque 


LC 


Sainte-Luctc 


RU 


Federation de Russic 






DE 


Allcmagne 


U 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemarfc 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






E£ 


Estonie 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







